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Abstract

Epithelial ovarian cancer (EOC) is the most common and lethal of the ovarian neoplasms,
frequently it is detected at advanced stages of the disease resulting in 60-70% of the
cases in recurrence and less responsive to chemotherapy. Currently the role played by
the neurchypophyseal hormone arginine vasopressin (AVP) and its receptors in the
development of EQC is unknown. The purpose of this study was to evaluate the action of
desmopressin (DDAVP), an AVP V2 receptor agonist on the cell proliferation and cell
migration in cells from the OV-90 cell line. Cell proliferation was evaluated with the
proliferation marker Ki67, whereas the cells migration was evaluated by the wound
assay. The AVP V1a and V2 receptors expression were assessed by immunofluorescence.
Cell cultures were stimulated during 12, 24, 36 and 48 hours with DDAVP {500 to 1500
mM). In order to discard the cytotoxicity of DDAVP on the OV-90 cell cultures in control
and stimulated cultures the Cytotox 96 kit was used. The experiments were performed
three times by duplicate. The results showed that the expression of AVP V1a and V2
receptors are present in both DDAVP stimulated and-non stimulated cultures. On the
other hand in comparison with the control cultures, doses of 1000mM of DDAVP
significantly (p<0.05) inhibit both cell proliferation and cellular migration. Present results
also suggests a possible inhibitory role of DDAVP on proliferation and cellular migration
in the OV-90 cell lines of epithelial ovarian cancer.
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Resumen

El cancer de ovario ocupa el octavo lugar a nivel mundial en incidencia y mortalidad por neoplasia en
la mujer. En México representa la segunda causa de muerte por cancer ginecologico, su letalidad se
debe a una deteccion tardia, sintomatologia poco especifica y quimioresistencia en el 75% de los
casos. En la actualidad se busca determinar las causas que intervienen en el desarrollo de esta
enfermedad, estudios previos han demostrado el papel de las hormonas esteroides sexuales y de sus
receptores en el cancer epitelial de ovario, no obstante, aun no esta del todo claro en qué casos esta
enfermedad podria comportarse como una neoplasia hormonodependiente. Asimismo, las enzimas
relacionadas con el metabolismo de las hormonas esteroides sexuales podrian tener una participacion
crucial en la malignizacion de las células epiteliales del ovario, debido a que podrian estar utilizando
diversos precursores en la sintesis de hormonas esteroides sexuales y con ello promover procesos
celulares fundamentales para el crecimiento tumoral. El objetivo del presente estudio es evaluar la
frecuencia de expresion del receptor de andrégenos, el receptor de estrogenos alfa, el receptor de
progesterona y de las enzimas P450 aromatasa, la 17B-hidroxiesteroidedeshidrogenasa y de la
sulfatasa de esteroides en tumores de ovario y asociarlos a las caracteristicas clinicas y a la sobrevida
total de las pacientes para identificar su potencialidad como biomarcadores de pronostico. Este es un
trabajo retrospectivo con un tamafio de muestra de 154 tumores con diagnostico anatomopatoldgico
de cancer epitelial, del Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatologia de la SEDENA y
del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan). EI manejo de los tejidos fue de acuerdo con los
protocolos establecidos para los bancos de tumores internacionales y fueron aprobados por los
Comités de ética de las Instituciones y de los hospitales participantes. Los resultados obtenidos
muestran que la edad de las pacientes, el estadio clinico avanzado y la expresion de la sulfatas de
esteroides representan un peor pronéstico para las pacientes, debido a que se asocian a una menor
sobrevida, asimismo, la expresion de esta enzima asociada a los receptores de andrdgenos y

progesterona son un factor de riesgo de muerte para las mujeres con cancer epitelial de ovario.



Abstract

Ovarian cancer represents eighth place worldwide in incidence and mortality in women. In Mexico, it is
the second most common cause of death from gynecological cancer, its fatality is due to the detection
of ovarian cancer in advanced stages of the disease, nonspecific symptoms and chemoresistance in
75% of cases. Currently, it is crucial to determine the factors involved in the development of this
disease, some studies have shown the key role of sex steroid hormones and their receptors in epithelial
ovarian cancer, however, it is still not entirely clear in which cases it could be a hormone-dependent
disease. As well as enzymes related to the metabolism of steroids hormones could play an important
role in the malignancy of ovarian cancer epithelial cells, due they could be using steroidogenic
precursors of the sex steroid hormone synthesis and promote diverse process in the tumoral growth.
The aim of this project is to evaluate the expression of androgen receptor, estrogen receptor alpha and
progesterone receptor, and the enzymes, P450 aromatase, 17(-Hydroxysteroid dehydrogenase and
steroid sulfatase in ovarian tumors and their clinic features with overall survival of the patients to identify
their potentiality as prognostic biomarkers. This is a retrospective study that included a sample size of
154 tumors with an anatomopathological diagnosis of epithelial ovarian cancer obtained from the
Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatologia of SEDENA and the National Cancer
Institute (INCan). Tissue management was carried out following the protocols established for
international tumor banks and was approved by the Ethics Committee of the Institutes and hospitals
participants. The results have shown that the age of the patients, the advanced clinical stage and the
expression of steroid sulfatase represent a poor prognosis for the patients, due to their association with
lower survival, likewise, the co-expression between this enzyme associated with androgen receptor

and progesterone receptor reflects a risk factor for death for women quit epithelial ovarian cancer.

10



Introduccion

El cancer de ovario ocupa el octavo lugar en mortalidad por cancer en la mujer y mas del 75% de los
casos son diagnosticados en etapas tardias de la enfermedad (Brett M. et al., 2017; Globocan, 2018)
este tipo de neoplasia no refleja una sintomatologia especifica y suele estar asociado con otro tipo de
enfermedades relacionadas al tracto gastrointestinal, tales como, sindrome de colon irritable, colitis e
inflamacion pélvica y en primera instancia las mujeres acuden con médicos generales,
gastroenter6logos o ginecologos que no estan familiarizados con los sintomas de la enfermedad por
lo que se retrasa el diagnostico, cobrando a nivel mundial alrededor de 184,799 muertes anuales
295,414 fueron nuevos diagnosticos (Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2015; Gallardo-Rincén et al.,
2016). Entre los paises que presentan una mayor incidencia se encuentran China, Estados Unidos y
Canada, precedidos por México, Colombia Uruguay y Australia, mientras que Brasil y Argentina son
los paises que presentan baja incidencia.

El cancer de ovario de origen epitelial es el mas frecuente, debido a que el 90% de los casos
diagnosticados corresponden a este tipo de tumores, y su desarrollo es a partir del epitelio superficial

del ovario, o del epitelio de las tubas uterinas (De Ledn, 2011; Schiler et al., 2013; Shih et al., 2020).
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Figura 1. Incidencia de cancer de ovario a nivel mundial. Tomado de: Lheureux et al., 2019.
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Clasificacion del CEO

La clasificacion del cancer epitelial de ovario se establece por tres principales criterios, el molecular,
el genético y el histopatoldgico, siendo este el Gltimo el mas utilizado debido a su practicidad de
realizacion, ademas de implicar un menor costo econémico. En la clasificacién, se toman en cuenta
las caracteristicas histologicas del tejido, como estructura tisular, morfologia epitelial, diferenciacion
celular, numero de mitosis, atipias nucleares, infiltracion linfocitaria, entre otras. Los principales
subtipos histoldgicos que se presentan dentro de la poblacion se categorizan de acuerdo a su
incidencia, siendo los carcinomas serosos los mas frecuentes dentro de estos tumores, los serosos
de alto grado (HGSC) representan del 70%-80% de los casos, seguidos de los tumores endometrioides
con un 10%, tumores células claras 10%, seroso de bajo grado (LGSC) en un 5-10%, y mucinosos
con 3-4%, sin embargo, la incidencia de cada uno de estos varia de acuerdo a diversos factores tales

como, pais de origen, dieta, sedentarismo, etnia, etc. (Cho and Shih, 2009; Troisi et al., 2018).

Tumores serosos limitrofes

Este tipo de tumores no son considerados como tumores con “potencial maligno” debido a que la gran
mayoria no presenta caracteristicas invasivas a diferencia de otros tipos de carcinomas, son de
prondstico favorable para las pacientes que lo desarrollan, presentan alto porcentaje de células en
mitosis y atipias nucleares, pese a que no son considerados como tumores de alto riesgo, cerca del
10% de esto puede desarrollar implantes en el peritoneo y puede dar origen a carcinomas serosos de
bajo grado (LGSC por sus siglas en inglés), (Hauptmann et al., 2017; Prat, 2017a), asimismo, ambas
entidades se han visto coexistiendo por lo que se les atribuyen diversas alteraciones compartidas en
KRAS y BRAF en el 30% de los tumores serosos limitrofes (Hauptmann et al., 2017; Malek and
Tchemitsa, 2013). La mayoria de los tumores serosos limitrofes, son quistes uniloculares o
multiloculares con formaciones micropapilares, las cuales presentan estructuras complejas pero que
mantienen su arquitectura tisular, presentan un epitelio que asemeja a las células secretoras de la

trompa de Falopio (Hauptmann et al., 2017).
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Carcinomas serosos de bajo grado

Este tipo de tumores corresponden al 5-10% de los tumores epiteliales de ovario, presentan papilas y
al momento de su diagnéstico (Lheureux et al., 2019; Prat, 2017a), puede presentarse en uno 0 ambos
ovarios, y son considerados como tumores que provienen de microinvasiones a partir de los tumores
limitrofes, sin embargo, diversos estudios los catalogan como entidades diferentes, presentan
mutaciones en KRAS y BRAF en un 19% y 38% respectivamente, asimismo, alteraciones en genes
ERBB2 han sido bien identificados, los cuales se han asociado a la via de las MAPK relacionada con
procesos de proliferacion y migracion celular (Shih et al., 2020; Vang et al., 2009), sin embargo, se
desconoce porqué las pacientes con este tipo de mutaciones reflejan un mejor pronostico (Lheureux
etal., 2019).

Carcinomas serosos de alto grado

Los carcinomas serosos de alto grado (HGSC por sus siglas en inglés) son los que se presentan en
mayor frecuencia, representan del 70%-80% de los tumores diagnosticados, y generalmente se
detectan en etapas avanzadas de la enfermedad (Lheureux et al., 2019; Prat, 2017a) y al igual que
en los tumores limitrofes y LGSC estos tumores se asemejan a tejido de la tuba uterina, presentan
papilas y en su mayoria son solidos, ademas de presentar gran cantidad de mitosis atipicas asociadas
pleiomorfismos nucleares, estos carcinomas se asocian a mutaciones en genes relacionados con la
reparacion del DNA como es el caso de BRCA 1y BRCA 2 del 15-20% de los casos, principalmente
cuando hay antecedentes familiares, otro caso es el de TP53 el cual se asocia a este tipo de tumor
hasta en un 97% de los casos (Lheureux et al., 2019; Shih et al., 2020; Vang et al., 2009); a pesar de
que los HGSC son caracterizados como carcinomas de ovario, se ha descrito que la mayoria de estos
tienen un origen distinto, trabajos por (Kurman and Shih, 2010) aseguran que el origen de estos
carcinomas es a partir de las fimbrias de la tuba de Falopio, a por lesiones precursoras denominadas
como carcinomas intraepiteliales de la sera de la tuba (STIC por sus siglas en inglés) las cuales sufren
cambios morfol6gicos y genéticos que tienen la capacidad de invadir el tejido ovarico al brindar un
mejor microambiente para la sobrevida de las células tumorales (Prat, 2017a; Shih et al., 2020),

asimismo, estudios por Visvanthan et al., 2018 describen el riesgo de desarrollar HGSC cuando estan
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presentes las STICs, no obstante, pese a que el origen de los carcinomas serosos de alto grado se
relacionan con estas lesiones, se atribuye su formacién a cambios en tumores serosos de bajo grado
0 a mutaciones propias del ESO que dan origen a los HGSC, los cuales reflejan un alto porcentaje de
proliferacién celular por Ki67 (Prat, 2017b; Shih et al., 2020).

Epitelio con céluas
transformadas
/ Fimbria de la

tuba de Falopio

Carcinoma intraepitelial
seroso de la tuba (STIC)

Células cancerosas que
invaden hacia el ovario

S b e e

e Epitelio normal

Mutaciones en:
BRCAT1/BRCA2
TP53

Figura 2. Esquema representativo del origen de los carcinomas serosos de alto grado a partir de lesiones
precursoras provenientes de las fimbrias de la tuba de Falopio. Modif. de Shih et al., 2020.

14



Carcinomas endometrioides

Este tipo de tumores representa el 10% de los carcinomas de ovario, son quisticos o sélidos, y se han
asociado a buen pronéstico en etapas tempranas de la enfermedad, se estima que el 28% de estos
son de localizacion bilateral (Prat, 2017a, 2012), se han asociado a padecimientos como sindrome de
Lynch y a endometriosis en el 42% de las pacientes, asimismo, su origen puede ser derivado de cancer
de endometrio en el 20% de los diagnosticados, a diferencia de los LGSC y HGSC este tipo de
carcinomas se asocia con mutaciones en genes relacionados con las vias WNT/B-catenin and
PI3K/PTEN en el 20% (Lheureux et al., 2019; Prat, 2017a), por otro lado, mutaciones en ARID1A se
han asociado tanto en carcinomas endometrioides como en carcinomas de células claras (Kurman
and Shih, 2008).

Carcinoma mucinoso

Estos tumores representan del 3-4% de los casos diagnosticados, pueden ser clasificados en tumores
mucinosos limitrofes y carcinomas mucinosos (Hauptmann et al., 2017; Lheureux et al., 2019), el
primer tipo corresponden a tumores con bajo nivel invasivo, de superficie lisa, presentan multiples
regiones quisticas, y en el interior de sus células gran cantidad de mucosidad, lo cual se asemeja a
epitelio cilindrico de tipo gastrointestinal, presenta nucleos basales; y la sobrevida de las pacientes
diagnosticadas con tumores mucinosos de tipo limitrofe es favorable cuando son detectados en
estadio clinico I, sin embargo, tanto los de tipo limitrofe como los carcinomas mucinosos pueden
coexistir dentro del mismo tumor (Hauptmann et al., 2017; Prat, 2017a), lo cual promueve su invasién
y malignidad, son altamente infiltrantes y presentan mutaciones en KRAS en el 92% de los tumores
limitrofes mucinosos y 64% en los carcinomas mucinosos en el caso de estos ultimos, presentan
un panorama alentador cuando son diagnosticados en estadios tempranos de la enfermedad y de
localizacién unilocular, sin embargo, el pronéstico de las pacientes es bajo al ser diagnosticadas en
etapas tardias, y se asocian a mutaciones en TP53 en el 68% y Her2 en el 18% de los casos (Lheureux
etal., 2019; Prat, 2017b).
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Carcinoma de células claras

Su incidencia es del 5%, sin embargo, en paises como Japon puede presentarse en el 25% de los
casos, son tumores por lo general solidos y microscopicamente presentan un nucleo claramente
picnatico, citoplasma rico en glucégeno y bajo porcentaje de mitosis; aun no esta del todo claro el
origen de este tipo de tumores (Lheureux et al., 2019), sin embargo, se relacionan con el subtipo
endometriodie ya que comparten factores que involucran su desarrollo, como el sindrome de Lynch,
endometriosis y mutaciones en ARID1A del 46-57% de los casos (Kurman and Shih, 2011; Wiegand
etal., 2010a), por otra parte, se ha reportado la ausencia de expresion de PTEN en el 40%. Asimismo
cambios en la expresion del factor nuclear 1beta del hepatocito (HNF-18), se encuentra elevado en
este tipo de carcinomas, este factor se encuentra actuando principalmente en hepatocitos, participa
en la sintesis de glucdgeno en la fase tardia secretora del endometrio y durante la gestacion ademas

de estar participando en la regulacion de genes y proteinas relacionadas con la carcinogénesis de

este tipo de tumores como anexina 4 relacionada con la resistencia al paclitaxel (Prat, 2017b).

y

Figura 3. Cortes transversales de tumores de ovario, tefiidos con Hematoxilina y Eosina. a) tumor seroso
limitrofe b) carcinoma seroso de bajo grado ¢) carcinoma seroso de alto grado d) carcinoma endometrioide e)
carcinoma mucinoso f) carcinoma de células claras. Tomado y modificado de Morales-Vasquez F, et al., (2020)
Expression of metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 is associated to the presence of androgen receptor in

epithelial ovarian tumors. J Ovarian Res.
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Factores de Proteccion

Existen diversos factores que se han relacionado como agentes protectores contra el desarrollo de
cancer de ovario, el embarazo y el uso de anticonceptivos hormonales, proceso que se ha asociado
con una disminucion en la tasa de mutaciones involucradas a procesos inflamatorios y formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) durante la menstruacion; el embarazo brinda una proteccion de
hasta un 40% (Kurman and Shih, 2008), otros procesos como el sindrome de ovario poliquistico el
cual también se relaciona con la pérdida parcial de la menstruacién no presenta el mismo efecto,
debido a que se ha asociado como un factor de riesgo para el desarrollo de CEO por el aumento en

los niveles séricos de androgenos (Brett M. et al., 2017; Gibson et al., 2014; Modugno et al., 2012).

La lactancia también ha llegado a considerarse como un factor que brinda proteccién a la mujer, sin
embargo, no esta claro si la duracion de lactancia tiene alguna implicacion directa con la prevencion
de las mujeres en el desarrollo de CEO; esta informacion, sugiere que la participacion de las hormonas
sintetizadas durante el embarazo son las que juegan un papel importante en la disminucién en el
riesgo de desarrollar cancer de ovario, tal es el caso que los anticonceptivos orales a base de
progesterona, los cuales reducen el riesgo de padecerlo hasta en un 35%, asimismo, estudios sugieren
que el periodo en la toma de los anticonceptivos también reduce el riesgo de desarrollar cancer de
ovario, de tal manera, que a un afio posterior a su uso disminuye de 12%, sin embargo, mientras que
a los 5 afios posteriores de su uso es de 50% tanto en mujeres nuliparas como en mujeres que han
tenido embarazos previos (Diep et al., 2015). Por otro lado, la ligadura en trompas de Falopio y la
histerectomia han reflejado disminuir un 30% el riesgo a desarrollar cancer de ovario, sin embargo, es
evidente que falta esclarecer los mecanismos involucrados tanto en la proteccion como en el riesgo
de desarrollar de CEO (Brett M. et al., 2017; Troisi et al., 2018).
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Factores de Riesgo

Esta claro que las hormonas esteroides sexuales se asocian al desarrollo de CEO principalmente por
la exposicion prolongada a estradiol, como ocurre en la menarquia temprana y a la menopausia tardia
0 el uso de terapias de reemplazo hormonal (Ali, 2018; Salehi et al., 2008), se ha observado que, el
sindrome de ovario poliquistico esta asociado a concentraciones séricas elevadas de andrdgenos, las
cuales pueden desencadenar cambios en la sintesis y en la liberacién de hormonas que podrian
participar en la malignizacion del ESO; el cual se ha relacionado como un factor que pudiera estar
promoviendo la carcinogénesis del ovario (Hart et al., 2004). Por otra parte, mutaciones en diversas
proteinas se asocian como un riesgo elevado en su desarrollo, tal es el caso de mutaciones puntuales
en TP53 (Rose et al., 2003), al igual que en BRCA1y BRCAZ2 (Pal et al., 2005; Bell et al., 2011), y de
los genes de BRAF y KRAS se han asociado en pacientes con CEO del subtipo seroso de alto grado
(Kurman and Shih, 2011), sin embargo, pese a que todos los subtipos de CEO son de naturaleza
epitelial, se ha observado una clara divergencia genética en cuanto a las alteraciones estudiadas en
cada subtipo histoldgico, tal es el caso de los carcinomas de ovario del subtipo endometrioide y de
células claras con mutaciones en ARID1A y PTEN (Kurman and Shih, 2011; Wiegand et al., 2010a),
mientras que, en el caso del subtipo mucinoso de cancer de ovario, a pesar de a su rara incidencia se
han reportado mutaciones en KRAS hasta en un 50% de los casos relacionados a este tipo de tumores
(Gemignani et al., 2003).

Asimismo, estudios recientes refieren que mecanismos enddgenos, como el estrés oxidativo,
promueven la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales juegan un papel
importante en procesos de inflamacién cronica e hipoxia celular, desencadenando multiples efectos
que promueven la transformacion de células sanas a células cancerosas (Reuter et al., 2010; Wang
etal., 2014).
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En cancer de ovario, se ha reportado que las ROS inducen cambios fenotipicos y modificaciones en
las células tumorales, promoviendo procesos de invasion, angiogénesis y metastasis, estos
mecanismos son regulados principalmente a partir de proteinas y factores de transcripcion como NF-
KB, p53, PPAR-y, B-catenin/Wnt, entre otros, los cuales, participan en la estimulacién del sistema
inmune y procesos pro-inflamatorios (Mantovani et al., 2008; Reuter et al., 2010).

Estudios realizados por Oshima y cols. (1994), encontraron que las células del sistema inmune,
principalmente neutrdfilos, participan en respuestas de inflamacion, las cuales, promueven y aceleran
el dafo al ADN, ademaés de incrementar la liberacion de hidrocarburos aromaticos, induciendo dafios
celulares y tisulares; por tal motivo, se ha relacionado a las ROS como potenciales carcinogénicos,
debido a su relacion con diferentes procesos que promueven en ciertas estirpes celulares mecanismos

como proliferacion celular, supervivencia, migracion celular y angiogénesis (Reuter et al., 2010).
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Figura 4. Esquema representativo de los factores de riesgo y proteccidn contra el cancer epitelial de ovario.
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Etapas clinicas del cancer epitelial de ovario

De acuerdo con la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia, (FIGO por sus siglas en

inglés), los tumores ovaricos se agrupan con base a su localizacidn anatémica, estadio clinico y nivel

de diseminacion. La clasificacion de esta enfermedad se agrupa en cuatro etapas principales, siendo

la etapa | en la que se presentan los tumores menos diseminados, la masa tumoral se encuentra

limitada en uno 0 ambos ovarios. En el caso de la etapa clinica Il involucra ovarios y cavidad pélvica,

la 1ll, ovarios, cavidad pélvica, con implantes en el peritoneo y metastasis a nivel de nddulos linfaticos

y la Ultima etapa corresponde a la etapa clinica IV que es determinada cuando hay una metéstasis a

distancia a otros 6rganos (Zeppernick and Meinhold-Heerlein, 2014).

En la siguiente tabla se observa de manera detallada la etapificacion del cancer de ovario reportada
por la FIGO (Tabla tomada de: Pereira et al., 2015; Stack and Fishman, 2010).

Caracteristicas de la etapa

Ic
1]

1A
i
ic

Limitado a los ovarios.

Limitado a un ovario, presenta capsula Intacta sin tumoracion en la superficie del ovario y
sin células malignas en liquido de ascitis o en lavades peritoneales.

Limitado a ambos ovarios, capsuia intacta sin tumor en la superficie del ovario y sin células
malignas en liguido de ascitis o en lavados peritoneales.

Limitado a2 unoc o ambos ovarios, presentando ruptura en la capsula, tumoraciones
presentes en la superficie del ovario, presencia de célutas malignas en liquido de ascitis o
en lavados peritoneales.

El tumor involucra unc ¢ ambos ovarios con extension péivica.

Extensién e Impiantes en (tero o tubas, sin presencia de células malignas en liguido de
ascitis o en lavados peritoneales.

Extensidn a érgancs pélvicos vecinos, sin presencia de células malignas en liquido de
ascitis o en lavados peritoneales.

Presencia de células malignas en liquido de ascitis o en [avados peritoneales.

Se Involucra uno o ambos ovarios con metastasis confirmada en cavidad peritoneal fuera
de la cavidad pélvica con diseminacidn a ndulos linfaticos.

Metastasis microscépica en peritoneo fuera de Ia pelvis.

Metdstasis microscépica en peritoneo fuera de Ia pelvis <2 cm de dimensién.

Metastasls microscopica en peritoneo fuera de la pelvis >2cm de dimensién, con
metastasis hacla nédulos linfaticos (incluyendo nédulos Inguinales) Incluyendo la
superficie de la capsula del higado.

Metastasis distante mas alla de la cavidad peritoneal, metastasis en higado y efusion
pleural.
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Esteroidogénesis de hormonas esteroides sexuales

La biosintesis de las hormonas esteroides sexuales se encuentra regulada en la mujer principalmente
por dos vias, el ovario y la glandula suprarrenal, y durante el embarazo la placenta juega un papel
importante en la sintesis y secrecion de estas hormonas. La esteroidogénesis inicia a partir del
colesterol (27C) el cual es transportado al interior de la mitocondria por la proteina StAR (proteina
reguladora aguda esteroidogénica por sus siglas en inglés), en donde la molécula es cortada en su
cadena lateral entre el carbono 20-22 por la enzima CYP11A1 o P450scc (enzima de escisién de la
cadena lateral, por sus siglas en inglés), (Andersen and Ezcurra, 2014; Hu et al., 2010) la cual
biotransforma al colesterol en pregnenolona de (21C), que a su vez es convertida en 17o-
hidroxipregnenolona por la CYP17 o también conocida como 17a-hidroxilasa, enzima que se convierte
a pregnenolona debido a su propiedad de hidoxilasa y liasa, de esta manera al retirarse un grupo
acetilo se forma dehidroepiandrosterona (DHEA), que por accion de la 17-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (17B-HSD) por la hidroxilacion del carbono 17 se forma androstenediol de 19
carbonos, el cual sera el sustrato de la enzima 5o-reductasa que cataliza la conversion a
androstenediona. Por otra parte, en el ovario la ruta alternativa que puede seguirse es la de la
formacion de progesterona o via A4 en la cual la pregnenolona es convertida a progesterona por la
enzima 3-hidroxiesteroidedeshidrogenasa (33-HSD) la cual sustituye el grupo hidroxilo por un grupo
ceto en la posicion 3 beta, para después poder ser convertida de progesterona a 17a-
hidroxiprogesterona por la CYP17, asi mismo, la transforma en androstenediona y por la 17 3-HSD se
forma la testosterona y por accion de la 5a-reductasa se obtiene la dihidrotestosterona o DHT, la
accion de la 5a-reductasa es irreversible por lo cual desde este punto no puede llevarse a cabo la
sintesis de estrogeno por tal motivo en la via metabdlica la androstenediona puede convertirse en
estrona (E+) por accion de la P450arom o aromatasa y la E1a su vez en estradiol 173 estradiol (E2)
porla 17p3-HSD1, o bien, directamente por accién de la P450arom la testosterona pueda ser convertida

a 17p estradiol Fig 5. (Miller, 2008).
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Figura 5. Esquema de las vias de la esteroidogénesis del estradiol a partir del colesterol como principal
precursor.
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Hormonas Esteroides Sexuales

Las hormonas esteroides se clasifican en cinco clases principales, mineralocorticoides,
glucocorticoides, progestagenos, androgenos y estrégenos, siendo estos ultimos tres, denominados
como hormonas esteroides sexuales, debido a su participacidn en procesos de diferenciacion sexual,
desarrollo de caracteres sexuales primarios y segundarios, y control de ciclos reproductivos,
principalmente, sin embargo, también estan involucradas en funciones que involucran el metabolismo,
mantenimiento 6seo, control hidrico, gestacion, estrés, entre otros (Hu et al., 2010); su sintesis es a
partir del colesterol como su principal precursor, y su accion se lleva a cabo principalmente en érganos
y tejidos blancos, especialmente en glandulas, como en la corteza de la glandula suprarrenal, en
células de Leydig en el testiculo, en ovarios en células de la teca y granulosa y en la placenta durante

la gestacion (Finco et al., 2015).

Progesterona

La progesterona tiene una estructura de 21 atomos de carbono, es el sucesor mas proximo del
colesterol, se obtiene al cortar la cadena lateral de la estructura de colesterol entre el carbono 20, 22
por la enzima CYP11A1 o también conocida como citocromo P450 scc (Payne and Hales, 2004); esta
hormona es secretada por el cuerpo lUteo que resulta del foliculo ovarico, participa principalmente en
procesos reproductivos de la mujer, durante la fase secretora en el endometrio, es sintetizada
principalmente por el cuerpo liteo durante cada ciclo reproductivo, sin embargo, durante el embarazo,
su principal fuente de produccién es en la placenta, impide las contracciones uterinas durante la
gestacion, lo cual promueve la sujecion del producto, asimismo, actua en el desarrollo y mantenimiento
de la glandula mamaria, asi como en el cérvix, vagina y endometrio (Strauss and Barbieri, 2013),
siendo el endometrio uno de los tejidos que presenta mayores cambios durante el ciclo reproductivo
mediados por la progesterona y la participacion de enzimas como la 173-HSD, sulfatasa de esteroides
y sulfotransferasa. Durante la fase secretora del endometrio, se producen cambios principalmente en
la sintesis de estradiol, inducidas por la accién reguladora de la progesterona y de enzimas como 173-
HSD8 17p3-HSD4 y 173-HSD2, siendo principalmente esta ultima isoforma la que tiene mayor actividad

en la conversion estradiol a estrona, asimismo, la progesterona actlia promoviendo la inactivacién del
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estradiol debido a que aumenta la actividad de la sulfotransferasa y con ello la sulfatacién del estradiol,
de esta manera se inicia el cambio entre la fase secretora mediada principalmente por estradiol y la
fase proliferativa por progesterona (Fig. 6). Sin embargo, cambios o alteraciones en el equilibrio del
ciclo del endometrio, promueven el desarrollo de patologias como endometriosis debido a un
desbalance entre la sintesis de hormonas como estradiol y un incremento en la actividad y
transcripcion de enzimas relacionadas en el metabolismo del mismo, como la 17B3-HSD1 y la
aromatasa, asimismo, se ha demostrado que las células obtenidas de tejido endometridsico no
expresan 173-HSD2 la cual se encuentra mediada por progesterona lo cual promueve la accién de
los estrogenos y con ello el desarrollo de tejido endometrial ectépico (Strauss and Barbieri, 2013), este
tipo patologia ha sido asociada en carcinomas de endometrio y en ovario, siendo en este ultimo al que
se visto relacionada la endometriosis con los subtipos histoldgicos de células claras y endometrioide
(Wiegand et al., 2010a; Yu et al., 2015).

Membrana plasmatica
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Figura 6. Metabolismo hormonal del endometrio. Se muestra la biotransformacion del estradiol a hormonas
sulfatadas mediadas por la accion de la progesterona sobre la estimulacion de las enzimas, 173-HSD2, 17j3-
HSD4, 173-HSD8 y la sulfotransferasa. Tomado de Strauss and Barbieri, 2013.
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Figura 7. Biosintesis de progesterona a partir de colesterol. La reaccidén enzimatica esta representada por la
enzima CYP11A1 (P450scc), en el esquema se observa la escision de seis carbonos de la cadena lateral del
colesterol, se observan tres oxidaciones secuenciales las cuales requieren la liberacién de una molécula de
oxigeno y una molécula reducida de NADPH (Payne and Hales, 2004).

Andrégenos

Los andrégenos son considerados como hormonas masculinizantes, debido a que sus
concentraciones se encuentran en niveles mas elevados en varones que en mujeres, ademas de que
son las principales hormonas encargadas en la diferenciacion sexual de 6rganos internos y externos
durante la gestacion y la aparicion de caracteres sexuales en el hombre. En la muijer, los androgenos
varian dependiendo del ciclo reproductivo de la mujer, una vez se inicia la pubertad, las principales
fuentes de andrégenos son la androstendiona, testosterona y DHT, son producidos en su mayoria por
glandulas suprarrenales y ovarios, sin embargo, una vez llegada la menopausia la principal fuente de
andrégenos son la dehidroepiandrosterona (DHEA) y la dehidroepiandrosterona sulfato (DHEAS),
producidas en glandula suprarrenal. Los andrégenos actan en el desarrollo folicular, promueven el
crecimiento y adecuado funcionamiento del Utero y participan en el desarrollo de glandula mamaria
una vez inicia la pubertad (Walters, 2015), sin embargo, a pesar de que la principal funcion
reproductiva esta regulada por estrogenos, progesterona y hormonas hipofisarias como la hormona

foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), un desbalance en la sintesis de andrdégenos
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puede promover alteraciones en el ciclo reproductivo de la muijer, tal es el caso del sindrome de ovario
poliquistico, el cual se relaciona con un alto nivel de andrégenos en circulacion sanguinea, esta
alteracién hormonal ademas de asociarse con anovulacion e infertilidad, promueve un desequilibrio
metabolico relacionado con obesidad, resistencia a la insulina, diabetes tipo 2 y problemas
cardiovasculares (Walters, 2015), asimismo, tanto los andrégenos como su receptor se han visto
asociados con procesos carcinogénicos en el ovario, los cuales han relacionado el incremento de
andrégenos con el desarrollo de cancer epitelial de ovario (Gibson et al., 2014; Modugno et al., 2012;
Olsen et al., 2008).

Los androgenos son sintetizados en las células de la teca interna del foliculo ovarico a partir de
pregnenolona adquirida de la biosintesis del colesterol (Burger, 2002), la enzima que se encarga de
esta biotransformacion es la CYP17 (17 a-hidroxilasa/17,20 desmolasa); existen dos reacciones
principales por las cuales la enzima puede actuar por hidorxilacién en el C21, la primera es la via A4
la cual corta entre el carbono 17-20 para la obtencion de 19C, produciendo androstenediona y la via

A5 la cual da origen a dehidroepiandrosterona (Payne and Hales, 2004).

CH3 CH3
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Pregnenolone Progesterone
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C21

17a-Hydroxypregnenolone 17a-Hydroxyprogesterone

NADPH © - cHacHO

C1g ~+ cHacHO
Dehydroepiandrosterone
HO + Acetaldehyde

Androstenedione
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Figura 8. Conversion enziméatica de andrégenos por las vias A4 y A5. Se observan dos reacciones de oxidacion
diferentes dadas por la CYP17, en la figura se observa la hidroxilacién en el C17 por la 17a-hidroxilasa y la
ruptura en el C17-20 por la 17,20 desmolasa, que resultan por la via A4 androstenediona y por la A5 DHEA
(Payne and Hales, 2004).
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Estrégenos

Los estrdégenos participan en funciones relacionadas con el desarrollo y funcionamiento del sistema
reproductivo femenino, debido a que interviene en la foliculogénesis, en la etapa proliferativa en el
endometrio, asi como cambios ciclicos en ovarios, cuello uterino y vagina (Boron and Boulpaep, 2012;
Strauss and Barbieri, 2013) su sintesis presenta diversos cambios a lo largo de la vida de la mujer,
principalmente durante el inicio de la pubertad, el embarazo y al comienzo de la menopausia, etapas
que se caracterizan por la produccion predominante de alguno de ellos, en la pubertad, el principal
estrégeno producido es el 17 estradiol, considerado como el de mayor actividad bioldgica, es
sintetizado por las células de la granulosa en el foliculo ovarico y cuerpo luteo en menores cantidades,
mientras que elestretrol, es sintetizado por el higado del feto durante la gestacidn y retorna a la madre
por medio de circulacion placentaria, el estriol es sintetizado por la placenta durante el embarazo,
mientras que al inicio de la menopausia, los niveles de estrégenos disminuyen mas del 90%, siendo
la estrona el estrogeno que mayormente se detecta en circulacion sanguinea, este puede
metabolizarse a 17 estradiol por accion de la 173-HSD1 en tejidos periféricos (Fuentes and Silveyra,
2019; Labrie, 2015; Strauss and Barbieri, 2013). Es importante sefialar que el papel de los estrogenos
es altamente variable, ya que interviene en el mantenimiento dseo, en piel, higado, tejido adiposo,
cerebro y glandula mamaria, movilizacion del colesterol, etc., asimismo, esta hormona se ha
relacionado a enfermedades autoinmunes como esclerosis multiple, lupus y artritis reumatoide (Cutolo
et al., 2006; Findlay et al., 2010; Hayes and Spanier, 2017). Ademas, la accion de ciertas enzimas
relacionadas con la esteroidogénesis del estradiol principalmente la 173-HSD1 y la aromatasa se han
visto asociadas con mayor riesgo de desarrollar cancer de mama, endometrio y ovario, ya que se han
relacionado con un incremento significativo de los niveles de estrégenos, los cuales se han visto
relacionados con procesos de proliferacion celular, migracion, invasion, etc. (Heldring et al., 2007;
Lupu and Menendez, 2006).
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Figura 9. Conversion enzimética de andrdgenos a estrégenos por la P450arom. Se obtiene estrona a partir de
la utilizacién de androstenediona como sustrato, la reaccion requiere tres moléculas de oxigeno y NADPH, la
principal caracteristica que presentan los estrégenos es la aromatizacion del anillo A (Payne and Hales, 2004).

Desulfatacion de hormonas esteroides

Las células llevan a cabo la sulfatacion de esteroides, proceso que permite realizar diversos
mecanismos como, transporte transmembranal, paso libre a circulacién sanguinea o bien para lograr
su facil excrecion, permitiendo de esta manera el equilibrio del sistema enddcrino. El proceso de
sulfatacién tiene lugar en érganos blanco tales como, placenta, testiculos, ovarios, rifién, cerebro,
pancreas, higado, suprarrenales, etc., los cuales, tienen la maquinaria enzimética necesaria para
llevar a cabo esta biotransformacion (Figura 12) (Mueller et al., 2015). Tanto la sulfatacion como la
desulfatacién, son procesos reversibles, la segunda, se inicia una vez que las hormonas sulfatadas
son acarreadas al interior de la célula blanco a través de transportadores especificos, tales como los
OATPs (polipéptido de transporte de aniones organicos, por sus siglas en inglés) y los SLCO
(acarreadores de solutos para aniones organicos) (Purohit et al., 2011), una vez en el interior de la
célula, se hidrolizan y esterifican a partir de los grupos sulfatos para dar origen a grupos alquilos, y los
esteres de esteroides en sus formas no conjugadas para originar esteroides activos, tanto en DHEA
como E+ este proceso se lleva a cabo en el carbono tres del anillo A, ambas hormonas esteroides son
las que mayormente se desulfatan debido a que son las mas abundantes en la circulacién sanguinea
(Mueller et al., 2015; Reed et al., 2005), no obstante, el colesterol sulfato y la pregnenolona sulfato
también son sustratos de la STS. Asimismo, la desulfatacion tiene diversas implicaciones biolégicas,
debido a que el indice de sulfatacién no es constante a lo largo de la vida difiere de acuerdo al sexo;

en mujeres hay un incremento de la actividad de la STS en el primer trimestre del embarazo
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comparado con aquellas no gestantes, y en varones la regulacién de FSH estimula la accion de la
enzima, por otra parte, durante la menopausia se refleja un incremento de este proceso especialmente
en la via A5 debido que es en glandula suprarrenal la encargada de la produccion de precursores

estrogénicos (Schiffer et al., 2019).
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Figura 10. Vias preferentes de sulfatacion y desulfatacion en la mujer. Izq. Via preferente de accion de la
enzima sulfotransferasa (SULT), los principales érganos en los cuales domina la sulfatacion es en cerebro,
gladndulas, adrenales colon y rifion, estos Ultimos participan principalmente en la excrecién de hormonas
sulfatadas, mientras que los otros 6rganos presentan en su mayoria hormonas sulfatadas en circulacion
principalmente en forma de reservorio. La desulfatacién es predominante en mama, ovarios, Utero y placenta,
en ovarios y glandula mamaria las hormonas sulfatadas pasan al interior de la célula a través de transportadores
OATPs y SLCO, en donde por accion de la STS se llevan a cabo hidroxilaciones que permiten la esterificacion
de las hormonas y con ello su subsecuente activacion, en la mayoria de las veces esta accion da lugar a
precursores estrogenicos, los cuales llegan a ser los mas importantes una vez que se llega a la menopausia
(Modif. de Mueller et al., 2015).
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Enzimas esteroidogénicas asociadas a la sintesis del estradiol

Enzima P450 aromatasa

El complejo enziméatico P450arom, pertenece a la familia de los citocromos P450, su nombre es debido
a que son capaces de absorber longitudes de onda a 450nm, esta enzima esta codificada por el gen
CYP19, se encuentra distribuida entre diversos grupos de vertebrados, en el ser humano su expresion
ha sido reportada en el cerebro, tejido adiposo, placenta, ovario (Blakemore and Naftolin, 2016), su

expresion y activacion esta mediada por accion de AMPc (Wang et al., 2015).

Esta enzima se encuentra involucrada en la biotransformacion de los estrégenos, catalizando la
aromatizacion del anillo A en la molécula, lo cual permite la formacién del 173 estradiol como el
estrégeno bioldgicamente mas activo, con funciones importantes en el organismo. La aromatasa se
ha visto implicada en el desarrollo de diversos tipos de cancer, como en mama y ovario (Bowman et
al., 2002; Bulun et al., 2009), actualmente se han desarrollado farmacos que inhiben la accién de la
P450 arom, impidiendo la unién entre la enzima y su sustrato (Hong and Chen, 2011), el uso de este
tipo de inhibidores han dado resultados favorables en pacientes con cancer de mama utilizando
anastrozole y letrozole como inhibidores no esteroideos, esto ha brindado resultados favorables,
logrando una disminucién de estradiol circulante del 95% en mujeres posmenopausicas (Brodowska
et al., 2014; Miller, 1999; Papadimitriou et al., 2004). Por otra parte, se ha visto la posible asociacion
en el incremento a padecer cancer de mama debido al polimorfismo en genes que codifican para esta

enzima (Farzaneh et al., 2016).

30



Enzima 173-HSD

Las enzimas relacionadas a las hidroxiesteroides deshidrogenasas presentan una masa molecular 35-
45kDa y median reacciones dependientes de NAD+ y NADP+ como cofactores (Miller, 2008), entre
las enzimas mas representativas que incluyen las hidroxiesteroides deshidrogenasas se encuentran
las de tipo mitocondrial y de reticulo endoplasmatico liso como son las 33 HSD, o las isoenzimas
relacionadas con la 178 HSD, participan mediando reacciones reversibles de oxido-reduccion, de tal
manera que, catalizan reacciones de conversion a formas mas activas a partir de grupos ceto a grupos
hirdroxilos, tal y como ocurre con la reaccion de estradiol a partir de estrona (Olson et al., 2007). En la
actualidad se han reportado quince isoenzimas relacionadas con la 173 HSD (Lukacik et al., 2006),
aquellas relacionadas con la conversion de E1a Ez son la tipo 1, 5, 7'y 12, mientras que la 2,4,8,y 10
realizan la funcion opuesta (Mindnich et al., 2004; Wu et al., 2007). En el ovario participa en el
metabolismo de estrogenos en el epitelio superficial de ovario, ya que se ha visto que estas células
utilizan preferentemente la via de la 178 HSD utilizando a la androstenediona como sustrato,
asimismo, se ha reportado que la participacion de diversas isoformas relacionadas a esta enzima
pudiesen tener un papel importante en el desarrollo de cancer de ovario, ya que su expresion no es
homogénea en los tumores de ovario (Motohara et al., 2010), sin embargo, la actividad de esta enzima
se ha visto en el citoplasma de las células estromales en mujeres postmenopausicas y en quistes de
corticales de inclusion, lo que indica que su actividad sigue presente aun con el término de los ciclos
reproductivos, pero continua disminuyendo con la edad (Brodowska et al., 2014). Asimismo, se ha
observado que los inhibidores de la 173-HSD podrian tener un efecto favorable en las pacientes con
diversos tipos de cancer, en el 2006 Husen y colaboradores determinaron su uso en xenotrasplantes
de ratones desnudos, demostrando que su utilizacion disminuye la masa tumoral en tumores de utero

y un aumento en la apoptosis al ser utilizado en cultivos de la linea MCF-7 de cancer de mama.
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Enzima sulfatasa de esteroides

La enzima sulfatasa de esteroides (STS) se encuentra localizada en el cromosoma Xp22.31 (Rizner,
2016a), esta conformada por diecisiete genes bien identificados en humanos, los primeros de ellos
descritos en placenta, los cuales se han visto relacionados con diversos sindromes genéticos, como
ictiosis ligada al cromosoma X, alteraciones metabdlicas y diversos tipos de cancer como mama,
endometrio y ovario, esto asociado principalmente a la capacidad de activar hormonas sulfatadas
principalmente E+S y DHEAS, cataliza los procesos relacionados con la hidrélisis de los enlaces ester
derivados de sus sustratos, en mujeres se ha asociado principalmente a 6rganos dependientes de
estrégenos, tales como mama, ovarios, endometrio y placenta (Ren et al., 2015), sin embargo, puede
estar presente en otros 6rganos y tejidos, como en, prostata, piel, cerebro, pulmon, riién y hueso
(Reed et al., 2005), su localizacién celular se encuentra en el lumen del reticulo endoplasmatico,
aunque también se ha reportado en las cisternas del aparato de Golgi (Mueller et al., 2015; Suzuki et
al., 2011). Asimismo en mujeres premenopausicas y postmenopausicas la actividad de la STS es de
50-200 veces mas con respecto a la aromatasa, de tal manera que se ha asociado a diversos tipo de
cancer como el de mama (Pasqualini et al., 1996), ademas de que su ARNm se encuentra mas activo
en células tumorales con respecto a células normales.

Su actividad varia dependiendo de la estirpe celular, tejido y estado reproductivo, en diversos estudios
han determinado que su actividad incrementa en el tercer trimestre del embarazo y en la fase
proliferativa mediada por progesterona durante este ciclo menstrual (Miyakawa et al., 1994; Rizner,
2016a), ademas, de aumentar su actividad en mujeres durante la pubertad con respecto a los varones,
lo cual indica que la sintesis diferencial de hormonas esteroides sexuales intervienen en la produccion
de la sulfatasa de esteroides (Cuevas-Covarrubias et al., 1993). Otras regulaciones asociadas a la
accion de la STS es la presencia de citocinas pro-inflamatorias como IL-q, la IL-6 y el TNFa, las cuales

modifican la actividad de la enzima por diferentes mecanismos biolégicos (Rizner, 2016b).
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Receptores de hormonas esteroides sexuales

Las hormonas desempefian multiples procesos bioldgicos en el organismo, en la mayoria de los casos
es indispensable que estas se unan a receptores especificos para llevar a cabo una funcion
determinada, existen diversos tipos de receptores asociados a cada hormona, entre los que destacan
los receptores de hormonas esteroides sexuales, los cuales, al ser activados cumplen diversos
procesos asociados a eventos principalmente reproductivos (Goldstein et al., 2004; Molenda et al.,
2003). Los receptores de hormonas esteroides sexuales pertenecen a la super familia de los
receptores nucleares de Clase |, actuando como factores de transcripcion (Porter et al., 2019), entre
estos se encuentran, el receptor de androgenos (AR), el receptor de estrogenos (ER) y el receptor de
progesterona (PR), estas proteinas presentan dos dominios de transactivacion y una region bisagra,
el AF-1 (A/B) localizado en el extremo N-terminal, AF-2, en el extremo C-terminal, un dominio de unién
al ligando (LBD), y uno de unién al ADN, el cual presenta secuencias conservadas entre cada tipo de

receptor o isoformas asociadas a estos (McKenna et al., 1999).

Region Bisagra

Dominio Dominio de Dominio de
g i i P ) C-terminal
N-terminal union al ADN unién al ligando

Dominio

Figura 11. Estructura clasica de receptores de hormonas esteroides sexuales.

La activacion de los receptores de hormonas esteroides sexuales, se lleva a cabo una vez que la
hormona atraviesa la bicapa lipidica de la membrana plasmatica y contacta con su receptor especifico,
el cual permanece unido a proteinas de choque térmico (hsp por sus siglas en inglés) hasta que son
reconocidas por las secuencias complementarias de la hormona en el citoplasma de la célula, una vez
que se lleva a cabo el reconocimiento entre la hormona y el receptor se disocia la hps para permitir la
unién hormona-receptor, a continuacién, ocurren cambios conformacionales en el receptor que
promueven su mejor acoplamiento, se llevan a cabo dimerizaciones que al translocar al nucleo

reconocen secuencias palindromas que permiten la unién en los sitios DBD y se unen a los elementos
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de respuesta al ADN, asimismo, se reclutan al complejo, proteinas co-activadoras o co-reguladoras

de la transcripcion de sus genes blanco relacionadas en un tejido especifico (Georget et al., 2002;
Molenda et al., 2003; Sever and Glass, 2013).
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Figura 12. Via de senalizacién de hormonas esteroides sexuales por la via canonica. Las hormonas al ingresar
ala célula y contactar a su receptor blanco este se disocia de las hsp para permitir la union entre la hormona y
el receptor presentando cambios conformacionales para seguido llevar a cabo la dimerizacion del complejo
hormona-receptor, estos se translocan al nlcleo de la célula y contactan con secuencias especificas en el ADN
denominadas elementos de respuesta que seran especificos para cada tipo de receptor, asimismo, se asocian
proteinas que promueven la transcripcién de genes blanco (Georget et al., 2002; Molenda et al., 2003).
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Receptor de Andrégenos

El receptor de andrégenos es una proteina conformada por 919 aminoacidos, pertenece a la
superfamilia de los receptores nucleares Clase |, tiene un peso molecular de 11kDa, se encuentra
localizado en el cromosoma X (locus Xq11-Xq12) y esta conformado por ocho exones (Tan et al.,
2015). Se encuentra participando en el mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios, la
espermatogeénesis en la diferenciacion sexual, sindromes relacionados a alteraciones genéticas, como
el caso del sindrome de feminizacién testicular (Sultan et al., 1993), hasta su participacion en diversos
tipos de cancer, como préstata y mama (Michmerhuizen et al., 2020), estos procesos estan mediados
principalmente por la testosterona y la dehidrotestosterona, la mayoria de los procesos bioldgicos
relacionados a la hormona y su receptor estan asociados a efectos fisioldgicos en el hombre, sin
embargo, también se encuentran realizando funciones en la mujer, tales como, en el desarrollo y
mantenimiento del tejido ovarico, en trompas de Falopio y en endometrio (Gibson et al., 2014; Zhu et
al., 2017). El receptor de androgenos al igual que el de progesterona y estrogeno participa como factor
de transcripcion, asimismo, puede estar interactuando en diversas vias de sefializacion, como la via
PI3K/AkYmTOR, PTEN, la via de EGFR etc, (Kono et al., 2017), esto le permite al receptor poder
amplificar la sefial activando diversas proteinas mediadas por segundos mensajeros, sin embargo,
estos receptores pueden estar efectuando diversos procesos en la célula estando anclados a la
membrana plasmatica, esto lo hacen debido a que presentan sitios de palmitoilacion en el dominio E
del receptor, esto les permite llevar a cabo funciones que requieren una activacion intracelular (Levin,
2008).

Receptor de estrégenos

Existen diversos tipos de receptores de estrogenos, entre los cuales se encuentran los receptores
nucleares, los receptores de membrana y los receptores acoplados a proteinas G, cada uno de ellos
tiene la capacidad de contactar a su ligando para llevar a cabo alguna accion biologica (Levin, 2008).
En el caso de los receptores nucleares se ha descrito al ERa y ERB, ambos comparten méas del 95%
de homologia en su sitio de unién al ADN, su transcripcion se lleva a cabo por diferentes genes
localizados en diferentes cromosomas, lo cual les brinda la capacidad de realizar funciones diferentes,
en el caso del ERa se encuentra expresado en glandula mamaria, Utero, ovario, hueso testiculo y

epididimo, mientras que el ER {3 se encuentra distribuido en préstata, vejiga, epitelio del ovario, tejido
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adiposo y colon (Farzaneh et al., 2016; Levin, 2008); asimismo, la funcion biologica de cada uno de
ellos se encuentra restringida al balance que presenta cada receptor, en el caso del ERa se ha
asociado principalmente a procesos de proliferacion en la célula por lo que se ha visto asociado a
diversos tipos de cancer dependientes de estrégenos como cancer de mama y cancer de endometrio,
mientras que el ERB se relaciona con funciones antiproliferativas, en algunos estudios lo refieren
como un marcador de buen prondstico para algunos tipos de cancer, como en el de ovario (Heldring
etal., 2007).

Receptor de ERa

Una de las caracteristicas que se le atribuye al ERa a diferencia del ER3 es que presenta una mayor
actividad transcripcional debido a que en sus extremo N-terminal tiene un excedente en su secuencia
de aminoacidos, mientras que el ERB tiene una secuencia de 530 el ERa presenta una secuencia
total de 595 (Porter et al., 2019). El ERa se encuentra localizado en el cromosoma 6g25.1 y es
codificado por el ESR1, tiene un peso molecular de 66kDa, sin embargo, cuenta con otras isoformas
de menor tamafio (36kDa y 46kDa) como producto de splicings alternativos, los cuales carecen de
NTD y del dominio AF-1 (Fuentes and Silveyra, 2019), se encuentra expresado principalmente en
érganos y tejidos reproductivos (mama, Gtero ovario), de igual manera, esta distribuido en todo el
cuerpo, especialmente en rifidn, higado y cerebro (Amenyogbe et al., 2020). Este tipo de receptor
actla como factor de transcripcion nuclear, por lo que presente una sefializacién de tipo canénica
induciendo la transcripcion de genes blancos, participa en procesos de diferenciacion celular,
proliferacién y apoptosis, debido a éstas caracteristicas, han relacionado al ERa directamente con el

desarrollo de cancer de mama y cancer de endometrio (Lupu and Menendez, 2006).

36



Receptor de ER

Se encuentra codificado por el ESR2 localizado en el cromosoma 14q22-24, presenta un peso
molecular de 60kDa presenta cinco isoformas de menor tamafio, con modificaciones en el extremo
carboxilo terminal y LBD, se encuentra distribuido en ovarios, pulmones, tracto gastrointestinal, vejiga
y sistema nervioso (Amenyogbe et al., 2020; Fuentes and Silveyra, 2019). A pesar de que el ERB y el
ERa se encuentran codificados por genes distintos, ambos presentan sitios de unién al ligando
altamente conservados, asimismo, tienen la capacidad de formar heterodimeros, lo que les confiere
una mayor actividad biologica ademas de que el ERB participa en la supresion de la actividad
mitogénica del ERa (Porter et al., 2019); tanto el receptor alfa como el beta, pueden interactuar con
otras moléculas que amplifican la sefalizacion rio abajo, tales como proteinas G, receptores con
actividad de tirosin-cinasa, asi como receptores asociados a factores de crecimiento, como el factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) y el factor de crecimiento semejante a la insulina tipo1 (IGF-1),
asimismo, pueden interactuar con proteinas de sefializacién como Src, PI3K, ErbB2 y con proteinas
adaptadoras como Shc, SH2, lo cual facilita la interaccién con otras moléculas que participan en
procesos relacionados con proliferacion, diferenciacion y apoptosis, como las vias de las MAPK y Akt,
vias que se han visto alteradas en algunos tipos de cancer como en mama, ovario, Utero y endometrio,
los cuales se han relacionado con la expresion tanto del ERB como el ERa (Fuentes and Silveyra,
2019).

GPER1

A diferencia de los receptores nucleares, el GPER1 o como anteriormente se le conocia como
GPER30, se encuentra localizado en el cromosoma 7p22.3, es un receptor de siete dominios
transmembranales acoplado a proteinas G, tiene un peso molecular de 44kDa, se encuentra
distribuido en diversos tejidos como utero, hueso, sistema nervioso, etc., una vez que su ligando se
une al receptor se llevan a cabo sefalizaciones de accion répida mediadas por la activacion del
adenilato ciclasa, los cuales incrementan las concentraciones de AMP ciclico, promoviendo
movilizaciones de calcio permitiendo la sintesis y activacion del fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato, y con
ello, la accién de segundos mensajeros para una activacién intracelular (Chen et al., 2019; Fuentes
and Silveyra, 2019); asimismo, el GPER1 puede estar mediando la via genémica y promover la
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transcripcién de genes especificos, esto debido a que durante la sefializacion puede estar

interactuando con los receptores de estrogenos nucleares (Vajaria and Vasudevan, 2018). El GPER1,

puede participar en procesos de proliferacion celular mediados por 17- estradiol en tejidos que no

expresan alguno de los receptores nucleares clasicos, por lo que se ha visto asociado a diversos tipos

de cancer como en mama, tiroides y ovario, y su expresion se ha asociado con mayor agresividad en

lineas celulares (Nilsson et al., 2011; Vajaria and Vasudevan, 2018) por lo que recientemente el

GPER1 ha sido propuesto como blanco terapéutico para enfermedades metabolicas,

cardiovasculares, del sistema nervioso, y algunos tipos de cancer (Nilsson et al., 2011).

Receptores de
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Receptores nucleares

Receptores de membrana

ERa ERP GPER1

ERB — GPER1 ERB

GPER1

Figura 13. Principal distribucion de los receptores nucleares, ERa y ERpB y del receptor transmembranal

GEPER1 en el organismo.
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Receptor de progesterona

Pertenece a la superfamilia de los receptores nucleares de Clase |, se encuentra localizado en el
cromosoma 11g22-g23, cuenta con dos sitios de transcripcidén codificados por dos promotores
distintos, los cuales dan como resultado dos isoformas del receptor, la primera de estas de mayor
tamario es la PR-B de 116 kDa , PR-A de 94 kDa, PR-C 60 kDa, en las primeras dos isoformas, las
secuencias del dominio de union al ADN, la region bisagra, y el dominio de unién al ligando son las
mismas, la diferencia entre ambos radica en el extremo amino terminal, ademas de la diferencia de
164 aminoacidos en el PR-A, mientras que para PR-C carece del dominio de union al ADN, por lo que
transcripcionalmente es inactivo (Bottino and Lanari, 2010; Hagan et al., 2012; Patel et al., 2015). No
obstante, pese a que el PR-B y PR-A, presentan una alta homologia en la secuencia de aminoéacidos,
cada uno de ellos presenta una funcion organo-especifica, de tal manera, que el PR-B es necesario
para el desarrollo de glandula mamaria, mientras que el PR-A, es necesario para el desarrollo uterino
(Hagan et al., 2012). La funcién del PR puede ser a partir de dos vias principales, la genémica y la no
gendmica, en la primera, el PR actua como factor de transcripcidn regulando la transcripcion de genes
blanco, y la via no genomica, en esta via de sefializacion el PR se encuentra anclado a la membrana
plasmatica y esta acoplado a proteinas G, que una vez activa esta via desencadenando una serie de
activaciones o inhibiciones que permiten que se lleve a cabo de manera mas rapida una determinada
funcion (Patel et al., 2015), sin embargo, la activacion de ciertas proteinas en el citoplasma, tales
como Src, ERK/MAPK asociadas con sefalizaciones extranucleares, estan asociadas a patologias

como cancer de mama, pulmaén, utero y ovario (Hagan et al., 2012).
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Antecedentes

En México, en el 2003 el cancer de ovario era considerado como la cuarta causa de muerte por cancer
ginecoldgico en la mujer, registrando méas de 4,000 casos, sin embargo, en el 2016 estudios realizados
por el INEGI, reflejaron que en la actualidad este tipo de cancer ya es considerado como la segunda
causa de muerte en los tumores ginecologicos, ademas de que se ha observado un aumento en la
incidencia de mas de 5,000 casos anuales (Bray et al., 2018). Estudios epidemioldgicos comprendidos
entre los afios de 1980 al 2011 indican que la cantidad de fallecimientos reportados en mujeres de
entre 35 y 64 afios se ha elevado en un 1.4% (Torres-Sanchez et al., 2014), no obstante, pese a que
este tipo de tumores se asocian en su mayoria en mujeres en edades menopausicas se ha observado
un incremento en el desarrollo de este tipo de cancer en mujeres de 18-29 afios.

(http://www.beta.inegi.org.mx/contenidos/saladeprensa/aproposito/2018/cancer2018nal.pdf
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El tumor maligno mas frecuente de ovario es el tipo epitelial, se detecta en estadios avanzados de la
enfermedad, ya que no presenta sintomas especificos y no existen marcadores eficaces para su
deteccion oportuna, y aunque cerca de 80% de los casos responde al tratamiento primario, entre el
60-70% de las mujeres presenta recaidas a la enfermedad que se vuelven resistentes a los
tratamientos quimioterapéuticos, aunado a la falta de preparacién médica que presentan los doctores
para la realizacion de las cirugias al momento de la citoreduccion (De Ledn, 2011; Gallardo-Rincén et
al., 2016).
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Sintesis de hormonas esteroides en cancer epitelial de ovario

Durante la vida de la mujer la sintesis y secrecion de hormonas esteroides presenta multiples cambios
especialmente durante los ciclos reproductivos, su produccién se lleva a cabo principalmente en
glandulas como ovario y glandulas suprarrenales, sin embargo, una vez que se llega a la etapa
menopausica la biosintesis de progesterona y estradiol disminuyen hasta un 90% (Mungenast and
Thalhammer, 2014), de tal manera, que su produccién se lleva a cabo en tejidos periféricos, tales
como cerebro, piel, higado y hueso principalmente (Labrie, 2015), no obstante, estudios han reportado
que el metabolismo de las hormonas esteroides puede llevarse a cabo inclusive en ciertos tipos de
patologias; diversos grupos de investigacion han sugerido que la sintesis de hormonas puede llevarse
a cabo de manera intratumoral en diversos tipos de neoplasias, como en cancer de mama, endometrio
y ovario (Bulun et al., 2007; Nakata et al., 2003), de tal manera, que en procesos tumorales existe una
sobreproduccion de hormonas para llevar a cabo funciones asociadas a proliferacion, diferenciacion,

angiogeénesis, etc. (Fig 14).
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Figura 14. Sintesis de estradiol a partir de precursores inactivos. La produccion de estradiol puede estar
mediado por diversos procesos, los cuales involucran la sintesis de androstenediona en glandula suprarrenal y
en ovario, la cual al llegar a circulacién puede pasar a E1 y E; por accion de la 173-HSD o pasar a tejido adiposo
en donde la androstenediona por accion de la P450 aromatasa es convertida a E y de forma subsecuente es
convertida a E,, sin embargo, en algunos tipos de cancer principalmente aquellos hormono-dependientes
reflejan niveles elevados de estradiol y de sus precursores, Modif. de Bulun et al., 2007.
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Por otra parte, las hormonas sulfatadas también pueden llegar a tener un papel importante en el
desarrollo de cancer de ovario, debido a que en mujeres postmenopausicas reflejan altos niveles de
E1-S (estrona sulfato), 5-Diol-S (androstenediol sulfato) y DHEA-S (dehidroepiandrosterona sulfato),
y son precisamente estas hormonas inactivas las que se han visto asociadas con procesos
carcinogenicos en ciertos tipos de cancer, debido a que son capaces de ingresar a las células
tumorales a través de acarreadores como los SLC y los OATPs (Fig. 15) (Mungenast and Thalhammer,
2014) los cuales transportan a estas hormonas provenientes de tejidos periféricos (principalmente
higado y glandula suprarrenal), y una vez ingresando a las células son capaces de activarse por medio
de la desulfatacion con ayuda de la STS, de tal manera, que se promueve la conversion a estradiol el
cual al ser el estrdgeno bioldgicamente mas activo es capaz de mediar diversos procesos biologicos
en sus receptores (GPER1, ERB, ERa, ERRa) (Suzuki et al., 2011).
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Figura 15. Sintesis de estradiol en células tumorales de cancer de ovario. La llegada de hormonas sulfatadas
como DHEA-S, E1-S'y 5-Diol son transportados desde la circulacién hasta el interior de las células tumorales,
las cuales presentan a las enzimas necesarias para su activacion como la STS y la conversion a E; por la
P450arom y la 173-HSD. Modif. de (Mungenast and Thalhammer, 2014)
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Enzimas esteroidogénicas en cancer epitelial de ovario

P450 aromatasa en CEO

Actualmente la enzima P450arom (aromatasa) ha tenido diversas implicaciones en la toma de
decisiones para el tratamiento de pacientes con cancer, especialmente en aquellos que se tiene una
relacion directa con la participacion de los estrégenos, no obstante, aun no se conoce el como ésta
enzima se relaciona con la promocion del cancer de ovario. Por otra parte, estudios por Bowman et
al., en el 2002 utilizando letrozole (inhibidor de la enzima) observaron una estabilizacion de la
enfermedad en el 12% de las pacientes que participaron en el estudio, asimismo, observaron una
reduccion de los niveles de CA125 y un aumento en la expresion de EGFR, receptor que es mediado
por en algunos procesos por estrogenos, de igual manera, estudios realizados con este inhibidor
asociados a la utilizaciéon de tamoxifen en pacientes con cancer de ovario reflejaron una mayor
sobrevida a la enfermedad, ademas de disminuir los niveles de CA125 (Papadimitriou et al., 2004),
desafortunadamente, la aplicaciéon de estos farmacos son utilizados como Ultimo recurso para el
tratamiento de estas pacientes.

Por otro lado, Brodowska, 2014 utilizando una poblacién de 104 mujeres posmenopausicas,
determinaron la presencia de esta enzima inclusive diez afios después de la menopausia, lo cual
implicaria que la aromatasa podria seguir activa y por ende participar en procesos metabolicos
relacionados con el estradiol, lo cual concuerda con estudios realizados por Ren et al., (2015), en
donde observaron el ARNm de diversas enzimas entre ellas la 173-HSD5 en mujeres menopausicas,

lo cual implicaria que el potencial enziméatico permanece aun después del cese en la foliculogénesis.
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17B3-HSD en CEO

La enzima 173-HSD ha sido considerada como marcador de mal prondstico en pacientes con cancer
epitelial de ovario, debido a que en lineas celulares aisladas de carcinomas de ovario A2780
observaron que la utilizacién de un siRNA especifico para la 173-HSD12 (isoenzima encargada de
catalizar la reaccion de E1 a E) tuvo un efecto directo sobre procesos de proliferacion y apoptosis,
obteniendo un menor nimero de células después del silenciamiento, ademas de reflejar mayor
porcentaje de muerte celular in vitro (Szajnik et al., 2012).

Asimismo, estudios realizados sobre pacientes mostraron a la 173-HSD como probable factor de
riesgo reflejando su actividad en el 97% de los casos (Chura et al., 2009), esto se correlaciona con lo
obtenido por Brodowska 2014, donde muestra que la expresion de la enzima se observa después de
la menopausia. Por otro lado, otros estudios han descrito la expresion tanto de la 173-HSD2 como de
la 17B-HSD5 en ESO como en CEO, sin embargo, la presencia de la 173-HSD5 es mayor que la 173-
HSD?2, lo cual estaria indicando la participacion de estrégenos libres dentro del tumor (Mungenast and
Thalhammer, 2014; Ren et al., 2015).

STS en CEO

Aligual que la P450aromy la 173-HSD han sido consideradas como factores de mal pronostico para
diversos tipos de cancer entre ellos el de ovario, la STS es una de las mas importantes debido a su
accién biolégica intratumoral, tal como menciona Nakata et al., en el 2003 la formacién de estrogenos
esta directamente relacionada con la STS en tumores de mama en ratén, sin embargo, estudios por
(Mungenast et al., 2017) reportan la participacion de esta enzima en la carcinogénesis del ovario y su
se ha visto influenciada por la accién de citocinas proinflamatorias como el caso de la IL-1a, a cual
aumenta la accion de los niveles del ARNm de la STS en cultivos celulares de cancer de ovario de la
linea SKOV3, sin embargo, este efecto no fue observado en cultivos celulares de epitelio superficial
normal (Ren et al., 2015), otros trabajos han asociado que la IL1B suprime la expresion de la sulfatasa
de esteroides en células estromales, mientras que otras citocinas como el factor de necrosis tumoral

alfa (TNFa) y la IL-6, participan en el aumento de la actividad de la STS en lineas celulares MCF-7 de
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cancer de mama, sin embargo, ambas citocinas han sido relacionadas con la promocion de la
carcinogénesis en ovario (Kolomeyevskaya et al., 2015; Matsuoka et al., 2002).

Por otra parte, la expresion se ha relacionado a peor pronéstico para pacientes con CEO, un estudio
que incluy6 37 pacientes se observé que el 97% fueron positivas a la enzima, demostrando que la
actividad elevada de la STS esta correlacionada con una menor sobrevida total y menor periodo libre
de enfermedad (Chura et al., 2009), sin embargo, otro estudio por Okuda et al., en 2001 realizado en
tumores del subtipo de células claras de cancer de ovario no demostré cambios en la sobrevida total
de las pacientes con la expresion de la STS. No obstante, pese a que se desconocen del todo los
mecanismos en los que interviene esta enzima en CEO el uso de inhibidores de la STS ha dado
buenos resultados en diversos tipos de cancer, la utilizacién de farmacos asociados a la inactivacion
de la enzima ha dado resultados favorables, Foster et al., 2008, lograron una reduccién del tamafio
tumoral utilizando modelos animales con cancer de endometrio del 48% y 67% utilizando a los
inhibidores STX64 y STX213 respectivamente, asimismo la utilizacion del STX64 ha demostrado tener
un efecto favorable al disminuir significativamente la actividad de la STS en cultivos celulares de la
linea OVCAR-3 de cancer de ovario (Day et al., 2009; Foster et al., 2008; Ren et al., 2015).
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Receptores de hormonas esteroides sexuales en cancer epitelial de ovario

Receptor de andrégenos en CEO

Existen diversos estudios que asocian el papel de los andrégenos con el desarrollo de cancer de
ovario, esto se debe principalmente, al papel que desempefian en la proliferacion celular del epitelio
superficial del ovario, asimismo, las concentraciones elevadas de andrédgenos séricas aumentan la
probabilidad de desarrollar el sindrome de ovario poliquistico, quistes ovaricos, alteraciones
hormonales, entre otros, los cuales, se han correlacionado con un incremento en la probabilidad de
desarrollar cancer de ovario (Hart et al., 2004), ademas de que la realizacion de procedimientos como
histerectomias o la ligadura en las tubas han reflejado una disminucién significativa de los niveles
circulantes de androgenos lo cual se ha descrito como factor de proteccion para el desarrollo de CEO
(Zhu et al., 2017). Asimismo, los efectos bioldgicos de esta hormona estan mediados por la unién a su
receptor, el cual se ha visto implicado en diversos tipos de cancer como rifidn, pulmoén, mama, prostata
y ovario (Modugno et l., 2012; Olsen et al., 2008) la relevancia que presenta el receptor de andrégenos
(AR) en distintas patologias reside en el funcionamiento que tiene la proteina en diversos procesos
bioldgicos, los cuales incluyen proliferacion celular, crecimiento, regulacion de diversos tipos de
citocinas, factores de crecimiento y cinasas (Mulder et al., 1989; Shao, 2011; Wang et al., 2007), de
tal manera, que alteraciones en la proteina pueden promover la transformacion celular hasta el
desarrollo de cancer de ovario, por lo que, la participacion del AR, se asocia principalmente con
proliferacién celular y la inhibicién de la apoptosis (Gibson et al., 2014; Modugno et al., 2012), otros
estudios in vitro, han demostrado que la estimulacion con testosterona y dehidrotestosterona
promueven la fase S del ciclo celular en los cultivos celulares de la linea OV-90, asimismo, induce el
crecimiento tumoral al potencializar los efectos proinflamatorios de las citocinas IL-6 e IL-8 mediada
por la activacion del promotor del AR, otros estudios por (Kohan-Ivani et al., 2016; Shao, 2011) han
demostrado que este receptor inhibe a p21 y p27 las cuales presentan una papel importante en la
inhibicién y regulacion del ciclo celular, promoviendo de esta manera la supervivencia de las células
tumorales, de igual manera, se ha asociado con la citocina TGF-B, la cual en condiciones fisiologicas

participa en la inhibicidn de la proliferacién celular en el ESO, sin embargo, el AR, actua bloqueando
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la accion del TGF-3 induciendo procesos mitogénicos en las células (Kohan-Ivani et al., 2016; Song
etal., 2008).

Por otro lado, el AR es detectable en mas del 70% de los tumores de ovario, de los cuales la mayoria
corresponden al subtipo seroso de alto grado (Gomora et al., 2018; Nodin et al., 2010), y se le ha
relacionado como un posible marcador de riesgo para las pacientes, por otro lado, diversos grupos de
trabajo no han reflejado una correlacion directa con la presencia del AR y el riesgo de muerte en las

pacientes.

Receptor de estrégenos en CEO

El receptor de estrogenos se ha visto asociado principalmente a cancer de mama y cancer de
endometrio debido a sus efectos proliferativos en ambos tejidos (Lupu and Menendez, 2006) en cancer
de ovario su participacion sigue siendo controversial, algunos estudios han sugerido la forma de accion
del receptor, en el caso del receptor de estrégenos beta (ER[), su funcion en cancer de ovario ha sido
relacionada con mejor sobrevida para las pacientes, ademés de participar en la disminucién de la
proliferacion celular, migracion y activacion de muerte celular por apoptosis (Cheng et al., 2004;
Schuler-Toprak et al., 2018; Treeck et al., 2007), su expresion en carcinomas de ovario es de mas del
47%, reflejando una mayor sobrevida total de las pacientes con respecto a aquellas que no lo
expresaban (Schuler-Toprak et al., 2018). Por otra parte, el ERa se expresa en mas del 65% de los
tumores de ovario y su funcién en este tipo de cancer ha sido asociada a procesos en proliferacion
celular, migracion, invasion y metastasis, debido a que participa en vias de sefalizacidn que involucran
activaciones no genémicas como la via de ERK1/2, MAPK, c-Src, FAK etc, asi como eventos
canonicos asociados en la transcripcion de genes involucrados en estos procesos, (Ataei et al., 2019;
Chan et al., 2017; Spillman et al., 2010), no obstante, pese a que su funcién se atribuye a eventos que
promueven la carcinogénesis del tejido ovarico, estudios por Chan y colaboradores en 2017,
determinaron una mejor sobrevida total de las pacientes con la presencia del ERa., sin embargo,
resultados obtenidos por Feng en el 2017 en pacientes con tumores primarios y recurrentes a cancer
epitelial de ovario del subtipo seroso de alto grado, demostraron un aumento significativo en el
subgrupo conformado por los receptores PR- AR- ER+ de los casos recurrentes con respecto a los
casos primarios, ademas de que este grupo reflejaba un mayor riesgo de muerte.
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Receptor de progesterona en CEO

Diversos estudios han demostrado la participacion del receptor de progesterona (PR) en algunos tipos
de cancer, los cuales han sido relacionados con eventos posteriores a la llegada de la menopausia
(Wang et al., 2020), en el caso del cancer de mama, aquellas mujeres que han tomado terapia de
reemplazo hormonal a base de estrogenos y principalmente progesterona han reflejado desarrollar un
tumor con mayor agresividad y tamafio, asimismo, cerca del 70% de las pacientes diagnosticadas con
este tipo de cancer expresan tanto el ER como el PR, los cuales han sido asociados a peor pronostico
(Badowska-Kozakiewicz et al., 2015), sin embargo, para el caso del cancer de ovario, el uso de
anticonceptivos principalmente a base de progesterona han reflejado un menor riesgo de desarrollar
cancer de ovario hasta en un 50% por 5 afios posteriores a su consumo con respecto a aquellas
mujeres que no los tomaron (Diep et al., 2015), asimismo, la presencia del receptor de progesterona
se relaciona a eventos asociados con la muerte celular en cultivos de células HOSE (epitelio superficial
de ovario humano) y OVCA (carcinomas de ovario), de tal manera que la adicién de progesterona en
los cultivos promueve la activacién de caspasa 8, por la via de Fas/Fas-L (Syed and Ho, 2003), otros
estudios reportados por (Pedernera et al., 2019), demostraron una disminucién significativa en la
sobrevida celular en cultivos primarios de carcinomas del subtipo endometrioide de cancer de ovario
al ser tratados con progesterona, ademas de observar una reduccion de hasta un 43% en el nimero
de células en el mismo subtipo histolégico. De igual manera, se ha observado una asociacion entre la
expresion del receptor de progesterona y un mejor pronéstico para las pacientes, trabajos por Lee et
al., en el 2005, determinaron que las pacientes que presentaban al PR reflejaban una sobrevida mayor
con respecto a aquellas que no lo expresaban, por otro lado, Jonsson et al., en el 2015, determinaron
que la presencia tanto del PR como AR, son considerados como marcadores de buen prondstico para
las pacientes, a pesar de que el PR puede estar implicado en el desarrollo de distintos tipos de cancer
como en mama y endometrio principalmente, su expresion y el uso de anticonceptivos a base de
progesterona han demostrado tener un papel importante como factores de proteccion y mejor

prondstico para las pacientes con cancer epitelial de ovario.
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Planteamiento del problema

El cancer epitelial de ovario se detecta en etapas avanzadas de la enfermedad, la mayoria de las
pacientes presentan metastasis al momento de su diagndstico y el 80% presentan recurrencia
sobreviviendo Unicamente el 35% de las pacientes a los cinco afios posteriores. Esto o convierte en
el cancer ginecoldgico mas letal a nivel mundial y la segunda causa de muerte por cancer ginecologico
en nuestro pais. A pesar de las evidencias epidemiolégicas que asocian a las hormonas esteroides
sexuales con el cancer epitelial de ovario, aun no se ha determinado el papel que tienen en el
desarrollo y la evolucion de esta neoplasia. Por lo que este trabajo aporta evidencias del metabolismo
de los esteroides sulfatados en la produccion intracelular de esteroides activos en los diferentes

subtipos de cancer epitelial de ovario y su asociacién con la sobrevida de las pacientes con CEO.

Justificacion

El cancer epitelial de ovario es la neoplasia ginecologica mas letal a nivel mundial, en México
representa la segunda causa de muerte, sin que hasta la fecha se cuente con la informacion suficiente
para revertir esta situacion ya que no existen marcadores de diagnostico oportunos ni tratamientos
eficaces para combatirlo. Es una enfermedad compleja con diferentes presentaciones histolégicas,
mutaciones génicas y respuesta al tratamiento clinico y a pesar de que se asocia a factores
reproductivos en los que estan involucrados los esteroides sexuales aun no ha sido posible determinar
en qué casos podria ser una patologia hormono-dependiente y de ser asi como las células malignas
obtienen estas hormonas para su proliferacion y sobrevivencia. Este trabajo sustenta el impacto de la
sulfatasa de esteroides, la 173-HSD1 y la P450arom sobre el metabolismo de esteroides sexuales de
manera intratumoral y su asociacion con los receptores de hormonas esteroides sexuales en la

sobrevida de las pacientes mexicanas diagnosticadas con cancer epitelial de ovario.
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Pregunta de investigacion

¢ Qué papel tienen las enzimas P450arom, 173-HSD1y STS y los receptores de hormonas esteroides
sexuales AR, ERa y PR en los diferentes subtipos de cancer epitelial de ovario y el grado de

malignidad tumoral?

Hipotesis
En el cancer epitelial de ovario, la expresion de las enzimas que participan en la esteroidogénesis de
hormonas sexuales y de los receptores de hormonas esteroides, se asocian con menor sobrevida para

las pacientes que las expresan.

Objetivo General
Evaluar la presencia de las enzimas que intervienen en el metabolismo de los esteroides sexuales y
de los receptores de hormonas esteroides sexuales en los diferentes subtipos histolégicos y grados

de malignidad de los tumores epiteliales de ovario.

Objetivos Especificos

» Obtener, seleccionar y preservar muestras de tumores de ovario con andlisis anatomo-
patoldgico confirmado.

» Evaluar la expresion de las enzimas STS, 173-HSD1 y P450arom y de los receptores, AR,
PRy ERa en tumores de ovario.

» Determinar la asociacion en la expresion de cada una de las enzimas y de los receptores con
el grado de malignidad, estadio clinico y subtipo histoldgico de los tumores de ovario.

» Correlacionar la expresion de cada una de las enzimas y de los receptores con la sobrevida
total de las pacientes.
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Materiales y Métodos

Este es un estudio retrospectivo, longitudinal y observacional; se realizd a partir de 154 muestras
obtenidas de pacientes del Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatologia de la
SEDENA vy el Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), las cuales fueron sometidos a los Comités
de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México y el Comité de
ética del Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatologia e Instituto Nacional de
Cancerologia, registro COFEPRIS 12 CEI 0901411 Y CONBIOETICA 09-CEI-002-20160413 (ver
anexos). La obtencion de la muestra bioldgica fue por conveniencia, tomando los siguientes criterios
de seleccion:

Criterios de Inclusion: Pacientes con cancer epitelial de ovario primario y tumores de tipo seroso
bajo grado, seroso alto grado, endometrioides, mucinosos y de células claras, asi como tumores de
tipo seroso limitrofe, sin tratamiento previo a quimioterapia que firmaron previos el consentimiento

informado.
Criterios de Exclusion: Pacientes con tumores benignos y carcinomas epiteliales de Brenner .
Criterios de Eliminacion: Muestras que presentaron un analisis anatomo-patolégico distinto a cancer

epitelial de ovario de los subtipos serosos, endometrioides, mucinosos, células claras, y serosos

limitrofes.
Base de datos Clinicos

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando la base de datos que contiene la informacién de

los expedientes clinicos de los pacientes participantes en el presente estudio.
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Procesamiento de la Muestra

Los fragmentos de muestras de tejido menores a 1cm obtenidas en el estudio trans-operatorio se
fijaron por inmersion en paraformaldehido al 4% durante 24h, se lavaron con solucién amortiguadora
de fosfatos (PBS) y se deshidrataron con concentraciones graduales de etanol durante 1h cada uno.
A continuacién, se procedio a la aclaracion del tejido por medio de dos cambios de xilol y se embebid
en parafina (dos cambios de 3h c/u) para finalmente incluirlo en parafina en moldes de aluminio. La
calidad del tejido tumoral se verifico al microscopio en laminillas tefiidas con hematoxilina y eosina
antes de llevar a cabo la inmunohistoquimica. Los cortes de tejido de 3um de grosor se recibieron en
laminillas tratadas con ftrietilmetoxisilane, luego se desparafinaron a 57°C toda la noche,
acontinuacion, se sumergieron en Xxilol durante 30 minutos. Posteriormente, se procedio a la
rehidratacion de los tejidos mediante bafios de alcoholes en concentraciones graduales descendentes

hasta llegar finalmente a agua destilada.

Desparafinacion y recuperacion antigénica

Se inicia este proceso con laminillas hidratadas con PBS 1x, para la recuperacion de epitopes inducida
por calor se utiliza el buffer de citratos pH 6 dentro de una olla de presion (Decloaking Chamber Biocare
Medical™) durante 15 minutos, una vez concluido este periodo se deja enfriar y se lava tres veces con

PBS 1x durante 5 minutos cada vez y se prosigue con la realizacion de la inmunohistoquimica.
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Inmunohistoquimica

Se incubaron las laminillas en H202 al 0.9% a partir de una dilucion en agua destilada durante 10
minutos a temperatura ambiente; la permeabilizacion celular se hizo con triton al 1% en PBS por 25
minutos y el bloqueo inespecifico con suero de caballo al 5% durante 30 minutos. Los anticuerpos
primarios utilizados fueron: aromatasa dilucion 1:200 (Cat. Gtx32456 Gene Tex CA 92606 USA)
sulfatasa de esteroides dilucion 1:200 (Cat. Gtx105498 Gene Tex CA 92606 USA) 178 HSD1 dilucion
1:200 (Cat. Gtx12312 Gene Tex CA 92606 USA) y para el caso de los receptores AR dilucion 1:50
(Cat. Sc816 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), ERa dilucion 1:100 (Cat. Sc543 Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) and PR dilucion 1:250 (Cat. 8757 Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA). Los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente por toda la noche a
temperatura ambiente.

El anticuerpo secundario utilizado fue el polimero Mach 2 conjugado de cabra-anti-conejo HRP
(RHRP520 Biocare Medical CA, USA) o el Mach 2 anti-raton HRP (MHRP520 Biocare Medical CA,
USA), durante 1h a temperatura ambiente, el cromdgeno utilizado para revelar fue: 3,3'
tetrahidrocloruro de diaminobencidina (DAB) y la tincién de los nucleos se hizo con hematoxilina de

Gill y finalmente, los tejidos se montaron con resina sintética.

Inmunofluorescencia

Para los tejidos procesados por inmunofluorescencia se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados
a fluorocromos adecuados al respectivo anticuerpo primario: Goat anti-rabbit alexa 488 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham. MA, USA) y Donkey anti-mouse alexa 647 (Thermo Fisher Scientific, Waltham.
MA, USA). El tiempo de incubacion fue de una hora a temperatura ambiente; posteriormente se lavaron
con PBS-Tween 0.1%; los nucleos se tifieron por 3 minutos con DAPI (Cat. D95424, 6-Diamidine-2'-
phenylindole dihydrochloride Sigma), los cortes se montaron con Vectashield (Cat. H-1000 Vector
Laboratories), para finalmente almacenarse a 4°C protegidas de la luz hasta su observacién en el
microscopio confocal (Leica TSC SP5 ©).
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Evaluacion de Inmunopositividad

Para la evaluacion de la positividad se utilizo la escala de Inmunoreactive Score (IRS), las laminillas
fueron leidas por tres observadores independientes, determinando el grado de intensidad de la tincién
y el porcentaje de células positivas por campo. La escala correspondiente fue de 1 <25% de células
positivas, 2 para un rango de 26-50% de células positivas, 3 para 51- 75% de células positivas y 4 del
76-100% de células positivas; para determinar el grado de positividad la escala fue 1: débil, 2:
moderado y 3: intensa. El puntaje maximo que se obtiene de la multiplicacion de ambos factores es

12 y se considero positiva una reaccion cuando el IRS fue = 2.

Analisis Estadistico

Se evaluo la frecuencia de expresion de las enzimas y receptores a hormonas esteroides sexuales en
tumores de ovario con respecto al subtipo histologico por medio de tablas de contingencia utilizando
la prueba de Chi-cuadrado y Kruskal-Wallis; la asociacion en la expresion de las enzimas y de cada
receptor se evaluo por el coeficiente de correlacion de Spearman. Se siguieron a las pacientes durante
6 afios después de su diagnostico anatomopatologico de cancer epitelial de ovario para obtener las
curvas de sobrevida total de Kaplan Meier con respecto a la expresion de las enzimas y receptores
hormonales. El modelo de riesgo proporcional de Cox uni y multivariado se utilizo para la evaluacion
de la sobrevida global teniendo en cuenta: edad al diagnéstico, estadio clinico, tipo de cirugia,
expresion de AR, ERa PR, P450arom,17B-HSD1 y STS, ademas de la co-expresion de STS y los
receptores a hormonas esteroides. La diferencia estadisticamente significativa se definié con un valor
de error tipo | de 5% (a <0.05). Los analisis estadisticos se realizaron con el software IBM SPSS

Statistics Software.
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Resultados

En el presente estudio se analizaron 154 muestras de tumores epiteliales de ovario con diagndstico
anatomo-patolégico confirmado, de las cuales 27 (18%) corresponden a tumores serosos limitrofes,
16 (10%) tumores serosos de bajo grado, 44 (29%) serosos de alto grado, 35 (23%) endometricides y
16 (10%) al subtipo mucinoso, células claras 6 (4%) y 10 (6%) con otra clasificacion, asimismo, se
recopilaron las caracteristicas clinicas de las pacientes para cada subtipo histologico, dentro de las
cuales se incluyé la mediana de edad, estadio clinico, grado histologico y tipo de cirugia (Figura 1y

Tabla 1).
Otros 6%

Células Claras
4%

Endometrioides
23%

Figura 1. Distribucion histoldgica de tumores de ovario. Se observa el porcentaje correspondiente a cada
subtipo histoldgico en muestras de tumores de mujeres mexicanas.
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Tabla 1 Caracteristicas clinicas de las pacientes con CEQ en cada subtipo histologico

SBT LGSC HGSC Endometrioide Mucinoso  Células  Otros Total
Claras
Mediana edad 39 52 52 49 52 52 50 49
(afos)
Estadios FIGO
I 15127 5115 6/42 17131 1112 6/6 3/8 63/141
(55) (33) (14) (55) (92) (100) (38) (45)
Il 1127 215 4/42 3/31 - 10/141
(4) (13) (10) (10) (7)
[ 10/27 6/15 25/42 9/31 112 3/8 54/141
37)  (41) (99) (29) (8) (38) (38)
\% 1127 2/15 7142 2/31 2/8 14/141
(4) (13) (17) (6) (24) (10)
Grado
Histoldgico
G1 8/35
(23)
G2 22/35
(63)
G3 5135
(14)
Cirugia
Optima
22/24 1010  25/36 20/27 13/14 5/5 6/8 101/124
(92) (100) (70) (74) (93) (100) (75) (81)
Subdptima 2124 - 11/36 7127 1114 2/8 23/124
(8) - (30) (26) (7) (25) (19)

SBT, serous borderline tumors; LGSC low grade serous carcinoma; HGSC high grade serous por
sus siglas en inglés carcinoma. Valores absolutos (porcentaje).
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La mediana de edad al diagndstico de las 150 pacientes fue de 49 afios, con un intervalo de 20 a 84
afos; en el caso del estadio clinico al momento de su diagnostico fue de ECI (45%), ECII (7%), ECIII
(39%) y ECIV (10%), con variaciones dependientes del subtipo histolégico del tumor, asimismo, se
consideréd el grado de diferenciacion de las células tumorales en los carcinomas de ovario
endometrioides, en donde el 23% fue catalogado en tumores bien diferenciados, 63% a
moderadamente diferenciados y 14% a poco diferenciados; en cuanto al tipo de cirugia al 81% de las
pacientes se les practicd una cirugia dptima y al 19% una subdptima, siendo los tumores HGSC con

mayor porcentaje de cirugia subdptima (n=124).

Expresion de los receptores de hormonas esteroides sexualesy de las enzimas
esteroidogénicas

La evaluacién de inmunopositividad fue determinada por la intensidad del marcaje y por el porcentaje
de reaccion en el tejido (véase en material y métodos), la expresion de cada uno de los receptores de
hormonas esteroides sexuales se observo en més del 45% de los tumores evaluados, en donde el AR
se expreso en el 58%, ERa 47% y PR 58%, para el caso de las enzimas P450arom,173-HSD1 y STS,
66%, 73% y 65% respectivamente, en donde la 173-HSD1 fue la que presentd mayor porcentaje de

expresion del total de los tumores evaluados (Figs. 2-3, Tabla 2).
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Figura 2. Inmunodeteccion de receptores de hormonas esteroides sexuales. El marcaje de cada uno de los
receptores de hormonas esteroides sexuales se observo localizado en su mayoria en el nucleo de las células
del epitelio de los carcinomas de ovario, en la ultima columna se observa el control negativo (desprovisto del
anticuerpo primario). Fotomicrografias tomadas a 40x.
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Citoqueratina

Figura 3. Expresion de las enzimas P450arom, STS y 173-HSD1 en carcinomas de ovario. La expresion de
cada una de las enzimas se observa en la primera columna de la imagen (verde), la marca se localiza en el
citoplasma de las células epiteliales para A P450arom, B STS y C 173-HSD, se observa DAPI (azul) como
marcador de nucleos, (rojo) citoqueratina como marcador de células epiteliales, al extremo de las columnas se
observa la combinacion de los fluorocromos empleados. Fotomicrografias obtenidas a 63x.

P450arom

17B-HSD1
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Tabla 2 Frecuencia de las enzimas esteroidogénicas y de los receptores de hormonas esteroides
sexuales en tumores epiteliales de ovario

P450arom 17B3-HSD1 STS AR ERa PR
Frecuencia 101/153 111/153 99/153 89/154 73/154 90/154
de expresion (66) (73) (65) (58) (47) (58)

Valores absolutos (porcentaje)

P450arom = aromatasa, 178-HSD1 = 17[3-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo1, STS = sulfatasa de
esteroides AR = receptor de androgenos, ERa = receptor de estrogenos alfa, PR = receptor de
progesterona.

100+ 100+

214
80- A 15 804 85154 a1
#1163

60+
Negativo

Bl Positivo 404

40

% de expresion
% de expresion

204 20

P450arom STS 17B-HSD1

Figura 4. Frecuencia de expresion de enzimas y receptores de hormonas esteroides en cada subtipo
histolégico. La fraccion sombreada de cada barra muestra una reaccién positiva.

Frecuencia de expresion por subtipo histolégico del tumor

Se realiz6 una estratificacion de los tumores de ovario y se evalud por subtipo histologico el perfil de
expresion para cada enzima y de cada receptor de hormonas esteroides.

En el caso de las enzimas P450arom, STS y 173-HSD1, no se observd ningun cambio al comparar
entre los subtipos histol6gicos. Para los receptores de hormonas esteroides sexuales se observaron
diferencias en PR p = 0.038, mientras que los receptores de AR y ERa no presentaron cambios. Al
analizar los cambios en la frecuencia de expresion dentro de cada subtipo histoldgico se observa que
los tumores serosos limitrofes no presentan cambios y en los tumores serosos de bajo grado se
observa una diferencia cercana al significado estadistico de p = 0.059; mientras que, los tumores
serosos de alto grado muestran diferencias con un valor de p = 0.050. En el subtipo endometrioide no

se observaron cambios. Los tumores donde se obtuvieron las mayores diferencias fueron en los del

59

Negativo
W Positivo



subtipo mucinoso (p = 0.006). En ambos analisis, el cambio significativo es la reduccion de la expresion

del receptor a progesterona en los tumores de estirpe mucinoso (Tabla 3 y Fig. 4).

Tabla 3 Frecuencia de enzimas esteroidogénicas y receptores de hormonas esteroides sexuales por

subtipo histologico

Enzima o

Limitrofe LGSC HGSC Endometrioide Mucinoso p Total
Receptor
20126 8/16 20/44 20/35 1216 0.304
P450arom (77) (50) (66) (57) (75) 137
17126 7116 31/44 21/35 1316 fo0
STS (65) (43) (70) (60) (81) 137
_ 22126 13/16 30/44 24/35 9/16 e
178-HSD1 (85) (81) (68) (69) (44) 137
R 19127 11116 26/44 17/35 8/16 o 28
(70) (69) (59) (49) (50)
16/27 7116 18/44 20/35 416
ERa k A W - i 0.144 138
oR 19127 13116 24144 21/35 5/16 o 28
(70) (81) (55) (60) (31)
P 0.419 0.059 0.050 0.702 0.006

Valores absolutos (porcentaje). Valor de p obtenido por anélisis de Kruskal-Wallis
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Figura 5. Frecuencia de expresion de enzimas esteroidogénicas y de los receptores de hormonas esteroides
en cada subtipo histologico. La fraccién sombreada de cada barra muestra una reaccion positiva, mientras que
en la parte superior se observa la reaccion negativa a la IHQ.

Asociacion entre las variables

Al realizar un analisis de correlacion se observé una asociacion en el patron de expresion entre la STS
y la P450arom lo cual se demostro con un analisis de correlacion de Spearman (p = 0.006) (Tabla 4);
asimismo, se obtuvo una asociacion positiva entre AR y ERa (p = 0.024), siendo aun mas significativas
la asociacion entre AR y PR (p = 0.001) (Tabla 5).
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Tabla 4 Coeficientes de correlacion de Spearman entre las enzimas esteroidogénicas

17B-HSD1 P450arom STS

Coeficiente de Correlacion 1 0.084 0.036
17B3-HSD1

p 0.300 0.658

N 153 153 153

Coeficiente de Correlacion 0.084 1 0.221
o p 0.300 0.006

N 153 15%8) 153

Coeficiente de Correlacion 0.036 0.221 1

STS p 0.658 0.006
N 153 11558} 153

* La correlacion es significativa a 0.05 (2-colas)
** La correlacion es significativa a 0.001

Se muestra el rho de las enzimas esteroidogénicas, en donde la P450arom y la STS se encuentran

correlacionadas.

62



Tabla 5 Coeficientes de correlacion de Spearman entre los receptores de hormonas esteroides

AR ERa PR

Coeficiente de Correlacion 1 0.181 0.257
ARl 0.024 0.001

N 157 157 157

Coeficiente de Correlacion ULl 1 0.143
oy p 0.024 0.074

N 157 157 157

Coeficiente de Correlacion 0.257 0.143 1
i P 0.001 0.074

N 157 157 157

* La correlacion es significativa a 0.05 (2-colas)
** La correlacion es significativa a 0.001

Se refleja una correlacion entre el receptor de andrdgenos (AR) y los receptores estrégenos (ERa) y

progesterona (PR).

Anadlisis de sobrevida total

El analisis de las curvas de sobrevida de la poblacion total obtenidas por el analisis de Kaplan-Meier
muestra que la presencia de la sulfatasa de esteroides en el tejido tumoral resulta en la disminucion
de la sobrevida de las pacientes estudiadas por los seis afios posteriores al diagnostico (p = 0.032),
mientras que la presencia de las enzimas P450arom, 173-HSD1 y los receptores AR, ERa, PR no

influyen en la sobrevida de las pacientes (Figura 5).
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Figura 6. Kaplan-Meier, andlisis de sobrevida total en pacientes de acuerdo con la expresion de las enzimas
esteroidogénicas (A-C) y los receptores de hormonas esteroides sexuales (D-F).
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Analisis de Riesgo

Para determinar el factor de riesgo (HR) en la poblacién de los tumores evaluados, se realizé un
andlisis de regresion proporcional de Cox univariado. Se obtuvo un aumento del HR para la edad de
las pacientes de (p = 0.009), para los estadios clinicos FIGO Il y IV, con valores de p = 0.001 y p <
0.001, respectivamente y el tipo de citorreducccidn subdptima p < 0.001. La expresion de P450 arom,
7B8-HSD1, STS y de los receptores AR, ERa y PR no son factores de riesgo de muerte
estadisticamente significativos. En el anélisis de HR con la regresion de Cox multivariado, tomando
como covariables los factores significativos en el andlisis univariado, no demostr6 cambios
significativos de HR para las tres enzimas y los tres receptores ya mencionados. Para STS se obtuvo
una p = 0.075 (Tabla 5).

Estratificacion por la presencia de receptores a hormonas esteroides sexuales
Asimismo, al analizar el efecto de la presencia o la ausencia de los receptores a hormonas esteroides
sexuales sobre las enzimas capaces de metabolizar a las hormonas esteroides, se decidio estratificar
la poblacion en tumores positivos a AR, ERa 'y PR de los tumores que fueron negativos a su expresion,
y se realizaron analisis por Kaplan-Meier y Cox tanto para modelos univariados como multivariados;
se observd que la presencia de la sulfatasa de esteroides en la poblacion AR+ disminuye
significativamente la sobrevida de las pacientes (p = 0.011) y es un factor de riesgo independiente (p
= 0.019, en el anélisis multivariado). En cambio, al analizar la poblacion de tumores negativos para
AR no se observo ningiin cambio. Para el caso del receptor ERa no se obtuvieron diferencias en la
poblacidn tanto positiva como negativa al receptor; no obstante, al segregar a la poblacién de tumores
PR+ asociados a la presencia de STS se observo una disminucion significativa en la sobrevida de las
pacientes (p = 0.046) y aumenta de manera independiente el HR (p = 0.026), mientras que, en la
poblacién PR- asociados a STS+ no se observaron cambios. De igual manera, el mismo anélisis fue
realizado para determinar el efecto de cada uno de los receptores y para las enzimas P450arom y 73-
HSD1, sin embargo, para el caso de estas Ultimas, su presencia asociadas a la positividad de los
receptores no produjo ningun cambio tanto en la sobrevida como en el HR. Por otra parte, al realizar
un estudio en la poblacién categorizada por subtipo histolégico, no se encontraron diferencias
estadisticas en la sobrevida de las pacientes y en HR para las tres enzimas evaluadas (Figura 6 y
Tabla 6).
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Tabla 6 Analisis de riesgo proporcional entre la presencia de las enzimas esteroidogénicas, receptores

de hormonas esteroides sexuales y factores clinicos.

Univariado Multivariado
Variables HR 95% ClI p HR 95% ClI p
STS 2032 0.83-49 0.119 2435 0.91-648 0.075
P450 arom 1217 055-265 0.621 1122 050-249 0.777
17B3-HSD1 0585 0.27-124 0.165 0599 0.27-1.28 0.188
AR 1126 0.53-2.35 0.753 1170 055-248 0.681
ERa 0.753 0.36-1.53 0.437 0.732 0.35-1.50 0.398
PR 1.076 0.51-225 0.845 1.079 051-227 0.842
Edad 1.035 1.00-1.06 0.009 1.025 099-1.05 0.105
FIGO I Referencia
I 3551 0.32-293  0.301 3.330 0.30-36.79 0.326
[ 12.785 2.93-56.72 0.001 12.267 2.79-53.84 0.001
\Y, 26.390 5.69-122.3 0.001 20.102 4.24-95.22 0.001
Cirugia 5015 2.16-11.64 0.001 - - -

HR: Hazard ratio; Cl: Confidence interval
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Figura 7. Analisis de sobrevida por Kaplan-Meier se observa la sobrevida total de las pacientes de acuerdo con

el grado de expresion de los receptores de hormonas esteroides (A-E) se observa la expresion positiva de AR,
Era y PR asociados a STS+ (B-F) ausencia de los receptores AR, Era y PR asociados a STS+.
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Tabla 7 Analisis de riesgo proporcional para la sulfatasa de esteroides en pacientes estratificadas

por la presencia de receptores esteroideos en los tumores epiteliales de ovario.

Univariado Multivariado
Receptor HR 95% ClI p HR 95% ClI p
STS/AR (+) 3463 1.00-11.92 0.049 5917 1.34-26.09 0.019
STS/AR (-) 0766  0.19-294 0.697 1.033 0.19-549 0970
STS/ERa(+) 1.787  0.49-6.50 0.378 3.336 0.68-16.22 0.136
STS/ERa (-) 2163  0.62-748 0.223 1756 049-624 0.384
STS /PR (+) 3424 1.00-11.72 0.050 5567 1.23-2519 0.026
STS/PR (-) 0.755  0.19-2.93 0.685 0879 0.21-353 0.856

El analisis muestra el factor de riesgo entre la expresién de la STS y los receptores de hormonas
esteroides sexuales, en donde se mantiene el grado de significancia para AR y PR, STS = sulfatasa
de esteroides AR = receptor de andrégenos, ERa = receptor de estrégenos alfa, PR = receptor de

progesterona.
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Discusion

La distribucion de tumores obtenida se apega a la reportada previamente en mujeres mexicanas y
concuerda con estudios anteriores realizados por Gomora et al., 2018; Morales-Vasquez et al., 2016,
con un predominio de los tumores serosos, con una frecuencia del 56% para tumores del subtipo
seroso, 23% para el endometrioide, 10% para el subtipo mucinoso, 5% para células claras y 6% para
otro tipo carcinomas de ovario y es similar a la encontrada para tumores epiteliales de ovario por otros
autores (Jayson et al., 2014; Prat, 2012; Zeppernick and Meinhold-Heerlein, 2014: ltamochi et al.,
2008). Para el presente estudio, la mediana de edad de las pacientes fue de 49 afios, representando
una aparicion prematura de la enfermedad en esta poblacién, debido a que, en paises como ltalia,
Estados Unidos y China refieren una mediana a los 60 afios a partir del diagndstico (Cannistra, 2004;
Chen et al., 2017a; Testa et al., 2018), este hecho puede atribuirse al alto porcentaje de mujeres con
obesidad en el pais, factor que se ha relacionado con diversos tipos de cancer en la mujer, entre ellos
el de ovario (Olsen et al., 2008).

Cada muestra obtenida de las pacientes fue evaluada para determinar la presencia de las enzimas
esteroidogénicas por técnicas de inmunodeteccion, obteniendo una frecuencia de expresion superior
al 60%, estudios previos muestran resultados muy variables sobre la presencia de cada una de estas
en tumores de ovario que van desde el 48% hasta del 97% en los carcinomas de ovario (Brodowska
et al., 2014; Chura et al., 2009; Kitawaki et al., 1996; Mungenast et al., 2017; Okuda et al., 2001;
Szajnik et al., 2012); pese a que existe una gran diversidad en los estudios reportados en cuanto a la
presencia de estas enzimas, se han determinado niveles elevados del ARNm de estas enzimas tanto
en lineas celulares como en carcinomas de ovario (Cunat et al., 2005) lo cual sugiere estas enzimas
estan siendo sintetizadas de manera intratumoral en diversos tipos de cancer (Bulun et al., 2007;
Labrie, 2015; Mungenast et al., 2017; Nakata et al., 2003), lo que represent6 un impacto directo en el
uso de antagonistas o inhibidores contra estas enzimas. Diversas pruebas clinicas refieren a los
inhibidores DP-916 contra la 173-HSD, el STX64 o el DP-913 ambos especificos para STS (Chura et
al., 2009; Day et al., 2009); muchos de estos estudios aun se encuentran en fases preclinicas; sin
embargo, los inhibidores de la aromatasa son mas utilizados debido a que estos ya han sido aplicados
en pacientes con cancer epitelial de ovario como terapia adyuvante (Bowman et al., 2002;
Papadimitriou et al., 2004; Sapiezynski et al., 2016).
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En el presente estudio, al correlacionar a cada una de estas enzimas con la historia clinica de las
pacientes, la P450 aromatasa 173-HSD1 no reflejaron ningun tipo de cambio en la sobrevida global
de las pacientes, sin embargo, un estudio realizado en el 2012 por Szajnik y colaboradores,
determinaron por inmunohistoquimica una mayor intensidad en la tincién de la 173-HSD1 en estadios
mas avanzados de la enfermedad, mientras que las pacientes con una tincion moderada reflejaban
una mejor sobrevida; por otra parte, en el caso de la P450 arom, estudios previos demostraron que la
expresion de esta enzima se asociaba a diversos genes implicados en la progresion tumoral, mismos
que se relacionaron con niveles elevados de CA125 (Walker et al., 2007). Por otra parte, el presente
estudio demuestra que las pacientes con tumores de ovario positivos para la STS tienen una sobrevida
menor con respecto a aquellas que no la expresaron, lo cual concuerda con estudios por diversos
grupos de trabajo (Chura et al., 2009; Okuda et al., 2001), esto se atribuye principalmente a la funcién
que desempefia la enzima al hidrolizar la estrona sulfatada y liberarla de los grupos sulfato, con ello
poder ser biotransformada a 17Bestradiol, el cual se ha asociado a diversos procesos relacionados
con proliferacion, migracion, TEM, activacion de sus receptores (Chuffa et al., 2017; Mungenast and
Thalhammer, 2014). Asimismo, diversas mutaciones de esta enzima, provocadas por deleciones que
impiden su unién al sustrato, ha tenido implicaciones clinicas importantes tanto en cancer de
endometrio como de ovario (Matsuoka et al., 2002), de igual manera, STS estd estrechamente
relacionada con citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNFa, las cuales incrementan su actividad en
cancer de ovario, ambas citocinas se han relacionado con el desarrollo de cancer epitelial de ovario,
ademas de reflejar un peor pronéstico y menor periodo libre de enfermedad de las pacientes

(Kolomeyevskaya et al., 2015; Matsuoka et al., 2002),

Al evaluar a los receptores de hormonas esteroides sexuales, se observd que se encuentran presentes
en todos los subtipos histoldgicos, con una frecuencia de expresién semejante a los reportados por
Gdmora y colaboradores en el 2018 para una poblacién mexicana, siendo el AR y PR los que mas se
expresaron en los tumores con un 58%, mientras que el ERa se expresd un 47%, hecho que
concuerda con lo informado por otros autores (Chen et al., 2017a; Lee et al., 2005; Zhu et al., 2016).
Cada uno de estos receptores ha sido asociado por su posible asociaciéon en algunos subtipos
histoldgicos, tal es el caso del AR el cual se expresa principalmente en tumores serosos, para este

estudio el 64% de estos tumores fue positivo para este receptor, en el caso del PR y ERa se han visto
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principalmente asociados al subtipo endometrioide, esto podria deberse a que estos receptores
participan en la regulacidn de los ciclos sexuales durante la etapa reproductiva en el endometrio (Chen
et al., 2017a; Mahendra Dewi and Ekawati, 2020; Pedernera et al., 2019), ademas de que se ha
propuesto a que este subtipo podria estar relacionado con tejido endometrial no sélo por sus
caracteristicas histologicas si no a diversas mutaciones en genes relacionados a tumores de
endometrio, como ARIDA1A, el cual se ha asociado también a tumores de células claras (Wiegand et
al., 2010b) asimismo, tanto para PR como para ERa se observé un bajo numero de tumores
mucinosos positivos, lo cual concuerda con estudios realizados por Arias-Pulido y colaboradores en
el 2009. Por otra parte, al evaluar su expresion con el historial clinico de las pacientes, no se
encontraron diferencias en la evolucion de la enfermedad con y sin la presencia de los receptores, no
obstante, diversos trabajos apoyan la idea de que la expresion de estos receptores podrian ser
favorables para la sobrevida de las pacientes, tal es el caso del AR lo catalogan como un marcador
de buen pronostico (Jonsson et al., 2015; Nodin et al., 2010), sin embargo, en la mayoria de los casos
los andrégenos y su receptor han sido vinculados principalmente a procesos que promueven la
carcinogénesis del ESO y de quistes de inclusién cortical, tales como, proliferaciéon, TEM,
diferenciacion celular y mutaciones asociadas a repeticiones en el polimorfismos en CAG asociadas
al AR (Evangelou et al., 2000; Modugno et al., 2012; Zhu et al., 2017); en otro estudio reciente
reportado por (Morales-Vasquez et al., 2020), se determind que la participacion del AR asociado con
expresion de la metaloproteinasa tipo 2 (MMP-2) reflejaban un pronéstico desfavorable en la sobrevida
total de las pacientes. Por otro lado, en el caso de los receptores de progesterona y estrogenos,
estudios basados en metaanalisis determinan que son factores que mejoran la sobrevida de las
pacientes reflejando un mejor pronédstico, sin embargo, para el caso particular del ERa, también ha
sido asociado con diversos tipos de cancer, principalmente mama y endometrio en los cuales reportan
a este marcador como de mal prondstico; por otro lado, para el PR su expresién se ha asociado con
mayor periodo libre de enfermedad y sobrevida total (Chen et al., 2017b; Jonsson et al., 2015; Lee et
al., 2005; Sieh et al., 2013).

Otros aspectos que se evaluaron en este estudio fue la posible relacidn entre la expresion de las
enzimas y los receptores de hormonas esteroides sexuales. El anélisis de sobrevida por Kaplan-Meier
y el analisis de regresion logistica por Cox reflejaron que la presencia de la STS es un factor de mal

prondstico para las pacientes, debido a que su expresion se relaciona con una menor sobrevida de
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las pacientes, asimismo, al ser asociada a la expresion de los receptores de hormonas esteroides
sexuales, se observo que en el caso de AR y PR la sobrevida total de las pacientes fue menor con
respecto a que aquellas que no los expresaban, sin embargo, la importancia de estos resultados radica
en que la presencia de la STS representa un factor de riesgo independiente para las pacientes que
desarrollan cancer epitelial de ovario, lo cual podria tener un impacto en la toma de decisiones clinicas
para el tratamiento de estas mujeres, ademas de que su asociacion con los receptores AR y PR
también reflejan una relacion directa entre el riesgo de muerte y una significativa disminucion en la
sobrevida de las pacientes a los 6 afios posteriores a su diagnostico. A pesar de que hay poca
informacién que describa el proceso por el cual la asociacién entre estas proteinas se lleve a cabo,
diversos trabajos atribuyen su probable relacién con el funcionamiento entre este receptor y la enzima
en el endometrio, debido a que en condiciones fisiologicas la expresion de la STS se ve modificada
en la fase secretora tardia regulada principalmente por progesterona y su receptor (Colette et al.,
2013), asimismo, se ha descrito que la STS se encuentra mediada por cierto tipo de citocinas
proinflamatorias, tales como, IL-1a, IL-1B y IL-6, las cuales actuan disminuyendo la expresion de la
enzima y sobre expresando al PR en cancer de endometrio (Bulun et al., 2010; Matsuoka et al., 2002;
Smith et al., 2018). Por otra lado, en el caso del AR puede estar estimulado de manera intratumoral;
por ejemplo, la producciéon de DHT y DHEA a partir de DHEAS ha sido demostrado en un estudio por
Wu etal., 2019, en las lineas celulares de cancer de prostata (VcaPy LAPC-4) determinando un efecto
en la transactivacién del AR a partir de estimulacion con DHEAS; en el mismo estudio, utilizando
ratones demostraron que las células tumorales utilizan DHEAS y DHEA (por accién de la STS) para
la obtencion de DHT y de esta manera facilitar la union de esta hormona al AR y con ello permitir la
estimulacion en el crecimiento tumoral; ademas de que, citocinas como IL-6 pueden promover la
activacion del AR independiente del ligando en este tipo de cancer (Zhu et al., 2017), en otros casos
se ha reportado en cancer de ovario a los andrégenos como promotores en la proliferacion celular
debido al incremento de IL-6 y IL-8, las cuales promueven el crecimiento tumoral por la activacion de
promotores del AR induciendo la degradacién de p21 y con ello mayor proliferacion celular (Shao,
2011; Wang et al., 2007).

Estos resultados indican la importancia de la presencia de las enzimas que participan en la
esteroidogénesis en el interior de los tumores de ovario, demostrando que la presencia de la STS

podria ser un marcador independiente de pronéstico para las pacientes, ya que su expresion
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representa un factor de riesgo de muerte para las pacientes cuando esta presente con ARy PRy se
relaciona a un pronostico desfavorable para las pacientes con cancer epitelial de ovario.

Por otra parte, se determiné que el riego de muerte en la poblacion evaluada aumenta 26 veces mas
en estadio clinico IV de la enfermedad y la realizacién de una cirugia subéptima incrementa la
probabilidad de muerte por cancer de ovario 5 veces mas con respecto a una de tipo éptima, lo que

esta de acuerdo con lo descrito en la literatura (Dinkelspiel et al., 2015; Llueca et al., 2018).

Conclusiones

= |a distribucion de los tumores de ovario de la poblacién estudiada concuerda a la descrita
anteriormente para mujeres mexicanas y se relaciona con lo reportado en literatura
internacional.

= Lasenzimas P450arom, STS y 173-HSD1 y los receptores AR, ERa y PR se expresan en los
tres subtipos histologicos de CEO.

= La expresion de las enzimas P450arom, STS y 173-HSD1 y AR, ERa no presentan cambios
significativos en los subtipos histologicos con diferentes grados de malignidad tumoral.

= Eltiempo de sobrevida de las pacientes es menor con la expresion de STS.

= Laexpresion de la STS puede ser considerada como factor de riesgo independiente para las
pacientes con cancer epitelial de ovario y se relaciona a la presencia de AR y PR.

= Se observé que el riesgo de muerte incrementa 26 veces mas en pacientes en estadio clinico
V.

= Elfactor de riesgo en pacientes con cirugia subdptima aumenta 5 veces mas la probabilidad

de muerte.
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Perspectivas

Es necesario investigar mas a fondo el papel de las enzimas que participan en la esteroidogénesis,
asi como el metabolismo de los esteroides sulfatados, de tal manera que se pueda conocer su
asociacion con la presencia de los receptores de hormonas esteroides sexuales en carcinomas de
ovario, y con ello, en un futuro puedan ser utilizados en la toma de decisiones clinicas como probables

marcadores de pronostico para el beneficio de las pacientes con cancer epitelial de ovario.
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Este protocolo de investigacién fue aprobado por los Comités de Etica de cada una de las

Instituciones participantes.
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Por medio del presente, se hace de su conocimiento que los Comités de
Investigacion e Investigacion y Etica del Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y
Neonatologia, autorizan realizar el Proyecto de Investigacion “PARTICIPACION DE LOS
ESTEROIDES SULFATADOS EN EL CANCER EPITELIAL DE OVARIO”, en este

Hospital.

Agradeciéndole remitir al Dep: ento de Er eln igacion los dias 30
de cada mes, informe de los avances del Proyecto en mencién, hasta el término del
mismo.

Atentamente.
Sufragio efectivo. No reeleccion.
Jefe del Departamento de-Ensefianza e Investigacion
del Hospital Mili Especialidades
de | Negonatologia
Cor. M|C. Antonio! Carvajal Gomez
CAL-mcg.
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SECRETARIA DE SALUD \
CEI: dom. Av. San Fernando 2, Puertal
Col. Barrio del Nifio Jesds, Comité de Etica en Investigacién
Tialpan, D.F. C.P. 14080 Gestién 2019-2022

Registrado ante COFEPRIS 12 CEI 09 014 11

ante
Office For Human Research Protections (OHRP)
I0RG0006100
IRB00007348
FWA00019235

No protocolo: CEI/1371/19
No. Ref. INCAN/CEI/1012/19
DECIMA CUARTA SESION ORDINARIA
31 de octubre, 2019.
Dra. Flavia Morales Vasquez.
Investigador Principal

Presente.

En relacion al protocolo: “Participacion de los esteroides sulfatados en el Cancer Epitelial
de ovario: Expresion de la Sulfatasa de esteroides y la Sulfotransferasa”
(019/060/OMI)(CEI/1371/19). El Comité de Etica en Investigacion reviso y aprobd la siguiente
documentacion:

> Formato Unico de Protocolo, versién 9.0 de fecha 20 de mayo 2019 en espafiol.
> Consentimiento Informado, versién 10 de fecha 21 de octubre de 2019 en espafiol.

Esta documentaciéon cumple con todos los requisitos por lo que el Comité de Etica en
Investigacion puede proceder con su aprobacién. Esta aprobacion tiene una vigencia hasta el
31 de octubre del 2020. Por lo que en caso necesario le solicitamos atentamente someter su
renovacion anual antes de esta fecha, junto con un informe de los resultados obtenidos.
También sera necesario informar al comité cualquier informacion derivada del estudio que deba
ser informada a los participantes. De acuerdo con los lineamientos de regulacién interno,
buenas practicas clinicas y politicas de operacién del Comité de Etica en Investigacion del
INCan, es indispensable hacer de su conocimiento que cualquier miembro de los comités que
participa en un proyecto de investigacion NO tiene VOZ ni Voto en las resoluciones acerca del
estudio. (Se requiere informe de los avances “status” de eventos adversos y enmiendas de
manera semestral).

Atentamente

Dra. Myrna G. Candelaria Hernandez
Presidente del Comité de Etica en Investigacion.

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION DEL INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA CDMX CONBIOETICA-09-CEI-002-20160413 GESTION 2019/2022
MGCH/MCLLC/AGP ceincan@gmail.com
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SECRETARIA DE SALUD

CEI: dom. Av. San Fernando 2, Puerta 1
Col. Barrio del Nifio Jesus, Comité de Etica en Investigacién
Tlalpan, D.F. C.P. 14080 Gestién 2019-2022
Registrado ante COFEPRIS 12 CEI 09 014 11

ante
Office For Human Research Protections (OHRP)
I0RG0006100
IRB000073.
FWA00019235

No protocolo: CEI/1371/19
No. Ref. INCAN/CEI/1012/19
DECIMA CUARTA SESION ORDINARIA
31 de octubre, 2019.
Dra. Flavia Morales Vasquez.
Investigador Principal

Presente.

En relacién al protocolo: “Participacion de los esteroides sulfatados en el Cancer Epitelial
de ovario: Expresion de la Sulfatasa de esteroides y la Sulfotransferasa”
(019/060/0OMI)(CEI/1371/19). Se extiende la presente donde se hace constar que el
Comité de Etica en Investigacion de Instituto Nacional de Cancerologia se rige bajo los
lineamientos estipulados por la Comision Nacional de Bioética, los criterios de
armonizacion Internacional y las guias de buenas practicas clinicas.

Atentamente

Dra. Myrna G. Cande)aria Hernandez
Presidente del Comité de Etica en Investigacion.

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION DEL INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA CDMX CONBIOETICA-09-CEI-002-20160413 GESTION 2019/2022
MGCH/MCLLC/AGP ceincan@gmail.com
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ANG DEL CAUDILLO DEL SUR

EMILIANO ZAPATA

Comité de Etica en Investigacién

Gestiéon 2019-2022
Registrado ante COFEPRIS 12 CEI 09 014 11
Registrado ante CONBIOETICA-09-CEI-002-20160413
Office For Human Research Protections (OHRP)
IORG0006100
IRB00007348
FWAO00019235
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DIVISI®N ¢&° .

oz INVESTIGACI®N’, +*°

FACULTAD DE MEDIONA .‘ ®
UNAM ™ .o

Frs COMISIONES DE INVESTIGACION Y DE ETICA
VNIVER4DAD NACJONAL
AVEN°MA DE OFICIO NO. FMED/CVRGG/071/2019
MEXICO
ASUNTO: Dictamen Proyecto FM/DI016/2019

Dra. Maria del Carmen Méndez Herrera
Profesor Titular “B" T.C.

Departamento de Embriologia
Presente.

Estimada doctora Méndez Herrera:

Me complace informarle que su proyecto FM/DI/016/2019 de titulo “Asociacién del receptor de
andrégenos y la sulfatasa de esteroides con la expresién de las metaloproteinasas de matriz
2 y 9 en carcinomas de ovario” ha sido revisado y APROBADO por las Comisiones de
Investigacion y de Etica en sesion ordinaria de fecha 04 de junio de 2019, con una vigencia de 3
afos a partir de la fecha de la sesion

Debera ejecutar el proyecto de acuerdo a lo especificado en el protocolo, tanto en los aspectos
metodolégicos como en los aspectos éticos y notificar cualquier modificacién o enmienda al mismo.
Por otro lado para conocer el seguimiento de esta investigacion, es necesario que entregue un
informe anual en la Division de Investigacion de esta Facultad, tomando en cuenta esta fecha de
elaboracion del dictamen. Asimismo le solicitamos nos envie una copia del o los articulos y/o copia
de la caratula y resumen de las tesis que pudieran generarse relacionadas con el proyecto.

Sin otro particular, aprovecho la oportunidad para enviarle un cordial saludo.
ATENTAMENTE

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 04 de junio de 2019.

LA SECRETARIA TECNICA

iNDA GUEVARA GUZMAN

rood? (opow...

Comité de Investigacion de la Facultad de Medicina-UNAM, con fecha 01 de Junio de 2015, se expide Registro COFEPRIS
Nomero: 15 CI 09 003 021
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Protocolo de procesamiento de muestras de tejidos para histologia Inclusion en parafina

El volumen del fijador debe de ser de 10 a 15 veces mayor al tejido (de 10-15 mL por cada gramo de
tejido).

Lo recomendable para el grosor del tejido debe de ser de 2.5 mm hasta 8 mm.

* ETOH 30% durante 1h

* ETOH 40% durante 1h

* ETOH 50% durante 1h

* ETOH 60% durante 1h

* ETOH 70% durante 1h

* ETOH 80% durante 1h

* ETOH 90% durante 1h

+ ETOH absoluto 1h

« ETOH absoluto durante 1h

* Xilol 1h

« Xilol 1h

1.- El tejido se fija con Paraformaldehido al 4% durante toda la noche a 4°C (la fijacién del tejido no
debe de pasar de 48h).

2.- Se lava la muestra con PBS 5 veces durante 20 min.

3.- Seinicia la Deshidratacion del tejido con alcoholes graduales de la siguiente manera:

4 - Para la inclusion de la muestra se utiliza Parafina 1 durante 1h. La parafina debe de estar a 56 °C.
5.- Se continta la inclusién con Parafina 2 durante 1h.

6.- Para la Inclusion final se coloca la muestra en casetes de plastico y moldes de metal. 7.- Se
identifican los bloques con el nimero de muestra y expediente.

8.- Se enfrian los moldes 30 min en una base fria para posteriormente poder separar los moldes del
bloque de parafina.

9.- Se almacenan los bloques a 4°C en la caja asignada

Sl



Inmunofluorescnencia para la deteccion de las enzimas
STS, Aromatasa y 17-BHSD

Desparafinar 1hra a 56°C (previamente desparafinados)

Xilol 30min

* Etanol en las siguientes concentraciones :

*100% (1) -3min

*100% (2) -3min

* 96% -3min

* 70% -3min

* 50% -3min

* 30% -3min

* Agua Destilada -3min

* PBS -3min

Desenmarcar/desenmascarar antigenos en olla convencional BIOCARE con buffer de citratos con pH
de 6 (Diva Decloakevcat) durante 12min hasta que alcance 25 mmHg (ponerlo en agua milliQ).
Lavar con PBS 3 veces durante 5 min cada vez.

Fijar con PFA (paraformaldehido) 2% por 15 minutos

Lavar con PBS 3 veces durante 5min cada vez.

Incubar con PBS Triton al 1% durante 25min.

Lavar con PBS 3 veces durante 5 min cada vez.

Incubar con suero de caballo al 5% durante 30 minutos.

Lavar con PBS solo una vez por 5 minutos.

Incubar con anticuerpo primario durante toda la noche a TA o durante 1h a 37°C
Lavar 3 veces con PBS durante 5 min cada uno.

Incubar con anticuerpo secundario Anti-Rabbit Cy3 y Anti-Mouse Alexa 647
Lavar con PBS 3 veces durante 5min cada uno.

Incubar con Dapi por 3 minutos.

Lavar con PBS 3 veces durante 5min cada uno.

Montar con resina VECTSHIELD H-100

92



	Portada
	ÍNDICE GENERAL
	ÍNDICE DE TABLAS
	ÍNDICE DE GRÁFICAS Y FIGURAS
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Clasificación del CEO
	Tumores serosos limítrofes
	Carcinomas serosos de bajo grado
	Carcinomas serosos de alto grado
	Carcinomas endometrioides
	Carcinoma mucinoso
	Carcinoma de células claras

	Factores de Protección
	Factores de Riesgo
	Etapas clínicas del cáncer epitelial de ovario
	Esteroidogénesis de hormonas esteroides sexuales
	Hormonas Esteroides Sexuales
	Progesterona
	Andrógenos
	Estrógenos

	Desulfatación de hormonas esteroides
	Enzimas esteroidogénicas asociadas a la síntesis del estradiol
	Enzima P450 aromatasa
	Enzima 17β-HSD
	Enzima sulfatasa de esteroides

	Receptores de hormonas esteroides sexuales
	Receptor de Andrógenos
	Receptor de estrógenos
	Receptor de ERα
	Receptor de ERβ
	GPER1
	Receptor de progesterona

	Antecedentes
	Síntesis de hormonas esteroides en cáncer epitelial de ovario
	Enzimas esteroidogénicas en cáncer epitelial de ovario
	P450 aromatasa en CEO
	17β-HSD en CEO
	STS en CEO

	Receptores de hormonas esteroides sexuales en cáncer epitelial de ovario
	Receptor de andrógenos en CEO
	Receptor de estrógenos en CEO
	Receptor de progesterona en CEO

	Planteamiento del problema
	Justificación
	Pregunta de investigación
	Hipótesis
	Objetivo General
	Objetivos Específicos
	Materiales y Métodos
	Base de datos Clínicos
	Procesamiento de la Muestra
	Desparafinación y recuperación antigénica
	Inmunohistoquímica
	Inmunofluorescencia
	Evaluación de Inmunopositividad
	Análisis Estadístico

	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Perspectivas
	Referencias

